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WONTRIBUTION A L'HISTOLOGLE PATHOLOGIOUE I TA RAGE 


Par MM. tes voctreurs E. GERMANO er J, CAPOBIANCO 


(Travail de VInstitut d’Histologie et de Physiologie générale de "Université R, de Naples, dirige 
par le professeur G, Paladino.) 


_ Nombreux et importants sont les travaux qui se sont succédé 
sur Vhisto-pathologie du systeme nerveux dans la rage. Il reste 
pourtant encore de nombreux doutes, non seulement au sujet de 
la spécificité des lésions nerveuses rabiques, mais encore quant 
a leur existence, et Golgi cite a ce sujet opinion de Gavers qui a 
récemment dit « que les lésions de la rage sont insignifiantes ». 

dl ne nous parait donc pas inutile de rapporter ici les résultats 
de nos recherches sur les dégénérescences anatomiques nerveuses 
qu’on rencontre dans la rage : si d’un cété ces recherches con- 
firment les observations déja faites, elles apportent de autre 
une contribution a l'étude de faits non encore mis en relief. 

Sans rappeler les travaux publiés depuis 1874 sur ce sujet, 
nous nous bornerons aux plus récents, qui nous donnent l'état 
actuel de la question. 

Un des plus soignés et des plus féconds a eté celui de Golgi, 
qui a fait objet de plusieurs mémoires publiés dans les Ait: dell’ 
Accademia chirurgica di Pavia. Dans une communication, faite 
Vannée derniére au Congres médical international de Rome, Golgi 
est revenu sur la question, et a résumé aussi ses observations 
antérieures. Il a trouvé des altérations cellulaires du nucléus, du 
protoplasma et des prolongements, des altérations des vaisseaux 
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et des ganglions intervert¢braux. D’aprés lui, si on ne peut 
parler d’altérations spécifiques des éléments, il y a pourtant 
quelque chose de caractéristique dans leur ensemble, “leur mode 
de succession et leur enchainement mutuel. Il existe, selon 
Golgi, une encéphalo-myélite UM le 1 diffuse, puisque 
les détails anatomiques sont ceux qu’on décrit dans la phlogose 
des organes nerveux centraux. 

Gianturco ', en 1887, relate l'autopsie d’un jeune homme, qui 
était mort ie 41 jours apres avoir été mordu par un chien, 
et ‘avait présenté des symptOmes prédominants de paraplégie. 
L’auteur a observé une péri-épendymite étendue de la région 
lombaire au bulbe, avec une infiltration Jeucocytaire, & nodules 
miliaires, autour du canal central et des vaisseaux dans la corne 
antérieure. Les cellules de cette corne présentaient des degrés 
divers d’altérations atrophiques, allant jusqu’a la complete dispa- 
rition du noyau et du nucléole. Ces altérations étaient limitées 
a la corne antérieure, et s’arrétaient a la substance réticulaire 
de Lehnossek. ’ 

Deux ans plus tard, Schaffer? a tenté de grouper les symp- 
tomes cliniques au sujet du mode de propagation du virus 
rabique, en regardant ce mode comme un facteur important du 
proces. Au point de vue anatomo-pathologique, il a trouvé une 
myélite aigué, complete, intéressant tous les tissus, caractérisée 
par des formes de dégénérescence cellulaire, de 1!’atrophie 
pigmentairey la formation de vacuoles, une dégénérescence 
granuleuse et hyaline. 

Les plus profondes lésions se trouvent dans les noyaux . 
moteurs, et dans le segment en connexion nerveuse avec le siege 
de la morsure périphérique. Schaffer dit qu’avant lui on n’avait 
pas signalé de changements dans les éléments nerveux, oubliant 
les lésions cellulaires signalées deux ans auparavant par Gian- 
turco. 

Babes * regarda comme caractéristio aes de la rage les nodules” 
miliaires périvasculaires et péricellulaires, formés par une zone 
de cellules embryonnaires entourant une cellule nerveuse dégé- 


- Recherches histologiques sur la rage. (La Psichiatria, 1887.) 


2. Nouvelle Contribution & la pathologie et a Vhisto- pathologie de la rage 
humaine. (Ces Annales, 1889.) 


3. Sur certains caracteres des lé sions histologiques de la rage. (Ges Annales, 1892.) 
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nérée ou en prolifération. Le noyau serait aussi modifié, et 
présenterait des formes karyokinétiques. Les foyers miliaires 
prédominent dans la substance grise et dans les régions motrices, 
tandis que les lésions de la substance médullaire sont peu pro- 
noncées. ? } 

Du petit nombre de travaux que nous venons de rappeler, on 
peut conclure que celte question des lésions des centres nerveux 
dans la rage est aussi importante que controversée. II faut, pour 
la résoudre, accumuler les recherches soigneuses. 


Ul 


* i ° 

Les animaux sur lesquels nous avons fail nos recherches, 
lapins et chiens, provenant de l'Institut antirabique de Naples, 
étaient tous morts de la rage des rues. Un des chiens fut porté 
vivant au laboratoire et mourut avec les symptOmes rabiques les 
plus nets. Pour les autres, on a fait la diagnose expérimentale, 
en inoculant & des lapins, sous la dure- mére, quelques gouttes 
de l’émulsion du bulbe. 

De ces lapins d’expérience, on n’a étudié les centres nerveux 
que lorsqu’ils mouraient avec des signes manifestes de rage. 

L’isolement des centres nerveux a été fait avec le plus grand 
soin, pour éviter de les entailler, de les comprimer et d’y pro- 

_duire des lésions qu’on serait exposé ensuite & altribuer a la 
Pape. " 

Nos méthodes de technique ont été les plus variées, passant 
des colorations ordinaires aux plus spécifiques (Paladino, Golgi, 
Marchi, Weigert-Pal). . 

Pour durcir nos préparations, nous nous sommes surlout 
servis des solutions chromiques ; ce n’est que dans quelques cas 
que nous avons cru utile de durcir par le sublimé. 

Ces diverses méthodes nous ont permis un examen compa- 
ratif, rigoureux, permettant d’éliminer toul soupcon au sujet de 
Vintluence des procédés opératoires sur les lésions observées. 
Cela était surtout nécessaire en présence des doules que nous 
avons rappelés en commengant, sur la constance et la réalité des 
lésions nerveuses dans la rage. 
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Les recherches résumées ici ne regardent encore que la 
moelle spinale. Les altérations dégénératives attaquent soit les 
éléments nerveux proprement dits, suit le tissu interstitiel et 
les vaisseaux. 

On note déja al’ceil nu, quand on ouvre le canal vertébral, 
une hypérémie, plus ou moins prononcée suivant les cas, des 
méninges spinales, et, ala section, on trouve, soit ala substance 
grise, soit 4 ’enveloppe blanche, une couleur plus rosée qu’a 
Vordinaire. Les vaisseaux sanguins, grands et petits, et jusqu’aux 
plus petits capillaires, sont remplis de sang. 

Les hémorragies sont aussi fréquentes, surtout dans la 
substance grise; on les rencontre aussi, mais pas tres fréquem- 
ment, dans la substance blanche. Elles sont ou limitées, c’est- 
a-dire que les globules remplissent seulement les espaces péri- 
vasculaires, ou diffuses dans la moelle, et amenant des désordres 
plus ou moins marqués dans la zone qui en est le siege. 

Quant au siege de ces hémorragies, elles sont uniformément 
distribuées sur toute la longueur de la moelle: Ja ou les suffu- 
sions sanguines sont tres abondantes sur certains segments de 
cette moelie, on les cherche en vainsur d'autres. Il y a des séries 
de préparations, ot, d’une coupe a |’autre, on releve de légéres 
différences; d’autres ot iln’y en a presque pas. Les parois vascu- 
laires peuvent donc étre fortement lésées sur certains points, et 
peu ou pas du tout sur d’autres. 5 

A cété des suffusions sanguines, il faut citer l’infiltration des 
corpuscules blancs. La migration leucocytaire, souvent notée, 
est un des faits les plus fréquents et les plus précoces. Ces leuco- 
cytes se diffusent partoul, dans les espaces périvasculaires, dans 
la unique adventice des vaisseaux, autour des cellules nerveuses. 
Dans ces dernieres, ils se bornent parfois a pénétrer dans les 
espaces péricellulaires, parfois ils entrent dans le protoplasma 
cellulaire, contribuant puissamment & sa démolition. Quand le 
corps de l’élément nerveux est plus ou moins’ détruit, les éléments 
blancs du sang se réunissent en grand nombre dans la lacune 
qu il laisse. 


Les parois vasculaires sont aussi manifestement altérées. 
x % 
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Dans certains cas, l’endothélium est le siége d'une prolifération 
notable : ses éléments sont augmentés de volume et pénétrent 
évidemment dans la lumiére du vaisseau, qu’ils rétrécissent 
plus ou moins. En outre, on observe quelquefois comme une 
apparence hyaline de la paroi. 

Signalons en outre des lésions des cellules et des fibres ner- 
veuses, allant de la réduction du volume de l’élément jusqu’A sa 
complete désintégration. Pour les cellules nerveuses, on a décrit 
divers modes de dégénérescence, comme nous I’avons vu. En 
général, dans les stades initiaux, on note une atrophie de la 
cellule et des prolongements. La ott ceux-ci se font minces et 
courts, le corps de la cellule se rapetisse. Les formes de vacuo- 
lisation sont plus fréquentes. 

On observe une ou plusieurs v acuoles qui, ens’agrandissant, 
réduisent l’élément nerveux 4 une couche périphérique, qui se 
colore fortement et limite un systeme réticulaire de trabécules 
fines et pales. Parfois les vacuoles laissent intact un résidu plus 
ou moins déformé, contenant le noyau qui montre lui-méme des 
signes d’altération plus ou moins marqués. 

De cette destruction des groupes cellulaires de la corne grise 
antérieure résultent des lacunes, qui sont ou vides, ou contien- 
nent encore des résidus informes qui ne rappellent plus que la 
place de l’élément primilif. 

Dans certains cas qui, d’ailleurs, sont des plus primordiaux, 
tandis que la cellule est encore intacte, mais plus pale et 
transparente, Vespace péricellulaire est notablement dilaté, si 
bien que la disproportion des diamétres respectifs saute aux 
yeux. ; 

La dégénérescence granuleuse, bien que plus limitée, est 
aussi une des formes dégénératives de la cellule. 
Tout le monde n’accepte pas cette destruction cellulaire 

‘(Adler), mais Golgi, quia été des derniers a s’occuper de ce sujet. 

bien qu’il n’‘ait pas observé d’exemples de compléte disparition de 
. la cellule, tenant pourtant compte de ces formes oti on ne peut 
voir que des résidus de cellules nerveuses. résidus de l'état de 
dégénérescence adipeuse marquée, n’hésite pas 4 admettre que. 
surtout dans les cas 4 longue évolution, il peut se produire une 
destruction notable de cellules nerveuses. Ce fait, accepté ou 
contesté par nos prédécesseurs, est pleinement démontré par nos 
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; 
recherches, faites avec soin en vue de cette question importante 
et controversée. : 

L’altération nucléaire précéde ou suit celle du corps cellulaire. 
Dans les préparations faites par la méthode de Marchi, avec ou 
sans la modification de Vassale, dans des cellules conservant 
encore leur individualité, on note parfois des granules noirs plus 
ou moins abondants dans le protoplasma et les prolongements : 
le nucléus, assez fréquemment déplacé vers la périphérie de la 
cellule, apparait comme un amas de granules fortement 
noircis, au milieu desquels il est impossible de différencier le 
nucléole. ' * 

Dans d’autres cas, il ya unrapetissement du nucléus i tolo, 
avec conservation de sa constitution. 

La méthode de Marchi, que nous avons appliquée les premiers 
i l'étude du systeme nerveux dans la rage, nous a permis de sur- 
prendre non seulement de notables altérations cellulaires dans 
leurs premiers stades, mais aussi des altérations des fibres comme 
nous le dirons bientot. 

La démolition cellulaire, progressive en degré et en exten- 
sion, modifie profondément l’aspect de la substance grise, surtout 
dans les cornes antérieures. Les cellules de la corne postérieure 
sont plus épargnées. Elles conservent leur intégrité comme dans 
les stades initiaux du processus, ou suivent assez lentement les 
phases régressives qui marchent au contraire 4 grands pas dans 
Pautre corne. 

Lafigure 1 (pl. VII) représente, a un faible grossissement, 
presque toute une corne antérieure grise du segment lombaire de 
Ja moelle d'un lapin atteint de rage. La coupe a oe traitée par la 
méthode de Weigert-Pal. 

Malgré le fable grossissement, on y voit les altérations cellu- 
laires diffuses et progressives. Du rapetissement pur et simple de 
la cellule nerveuse et de ses éléments, on va jusqu’’ sa dispa-~ 
rition et 4 son remplacement soit par une lacune vide, soit par 
un résidu punctiforme, déformé et pali. 

Le dessin montre aussi une effusion sanguine qui a détruit et 
écarté le tissu nerveux. 

La figure 2 donne, a un fort grossissement, deux de ces cellules 
dégénérées. En a le prolongement a disparu, le corps cellulaire 
est en grande partie détruit; il ne reste qu'une zone protoplasma- 
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lique déformée, contenant le nucléus, déplacé vers la périphérie 
parla destruction cellulaire. En b, la destruction a frappé la cellule 
i toto. Le protoplasma a Bresque disparu. En outre du nucléus 
déformé, on ne trouve qu’un minime résidu pale, peu reconnais- 
sable, dans lequel la structure est vaguement aréolaire. En un 
point, on voit un corpuscule blanc immigré. 

Cette dégénérescence profonde, diffuse, et netternent pro- 
gressive, explique comment on doit trouver sur les préparations 
des points ou il ne reste de la cellule d’autre trace que la lacune 
qu'elle remplissait. 

Les fibres nerveuses sont aussi altérées dans la substance 
grise et dans la substance blanche. 

Dans les sections longitudinales des cordons blancs médul- 
laires, surtout des anterieurs latéraux, on note des déformations 
du cylindre-axe, qui est tantot uniformément gonflé dans toute 
sa longueur, et tantét au contraire grossitrement variqueux. 
. Dans les points gonflés on voit frequemment de petites vacuoles 

«qui interrompent la continuité du cylindre. 

La figure 3 montre 2 cylindres-axes, nus, des cordons anté- 
rieurs de la moelle spinale du chien. On y voit l’aspect aréo- 
laire au niveau des gonflements (a). Dans l’autre (b), la cons- 
titution normale du. cylindre-axe est profondément modifiée, 
d’une facon impossible a décrire, mais que la figure rend trés 
bien.” 

La gaine myélinique est aussi atteinte. La méthode de 
Marchi permet de noter, dans les sections transversales, la trés 
grande fréquence des fibres dégénérées, que rend évidentes la 
réaction spécifique. 

Dans les cordons antéricurs, et surtout dans les cordons laté- 
raux, il y a une abondante dissémination de disques noirs, plus 
ou moins incomplets et déformés, qui attestent la diffusion de la 
lésion signalée. ' 

La figure 4 reproduit 4 un faible grossissement un segment 
du cordon blane antérieur, dans laquelle les points noirs 
indiquent, comme on sait, la section des fibres dégénérées. 

Nous considérons comme particuligrement importante l’obser- 
vation relative au squelette de la gaine médullaire. 

‘Le rapport intime de connexion entre le stroma myélinique 
et la névroglie inter-fibreuse, démontré par les récentes et impor- 
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tantes études de notre illustre maitre, le professeur Paladino ', 
est lumineusement démontrée par nos observations. Non seule- 
ment c’est le méme mode de réaction chez l’un et chez l’autre. 
mais encore le premier prend un aspect qui en met en relief la 
haute valeur histologique. . 

En observant, en effet, des coupes transyersales des cordons 
spinaux d’oi a disparu la myéline, les rameaux constituant le 
stroma, d’ordinaire rares et minces, apparaissent nombreux et 
épaissis. I| y acomme une hypertrophie, nous dirions aussi 
comme une hyperplasie de ces filaments, si bien que l’espace 
circulaire, du cylindre central a la périphérie de la fibre ner- 
veuse, en est tout entier traversé. 

Dans certains cas, en outre, on note sur le périmetre de la 
fibre de petits corpuscules, de forme variée. de dimensions 
diverses, d’ou irradient les ramuscules du stroma. 

Il ne peut y avoir de doute sur la signification de ces formes ; 
et toutes les hypothéses s’évanouissent devant lévidence des 
observations. On ne peut les regarder seulement comme des 
points nodaux du réseau squelettique, parce qu’ils n’en ont pas 
les caractéres, ni y voir des fibres normales dégénérées, parce 
qu'on ne voit pas par quelles modifications celles-ci auraient pu 
passer. Ce ne sont pas des résidus de myéline restée dans le 
stroma et le long des fils, parce qu’elles se différencient nette- 
ment de ce qui, sur d’autres points, provient de cette origine, 
sans compter qu’elles sont réfractaires aux imprégnations qui 
attaquent les blocs de myéline, quel que soit le traitement anté- 
rieur. On peut affirmer que ces formations ne sont autre chose 
que des sections des corpuscules névrogliques, rencontrés dans le 
stroma, et évidents surtout dans le Trygon (Paladino). Le pro- 
cessus morbide qui a hypertrophié les éléments du tissu fibreux 
les a aussi gonflés de fagon ales rendre évidents, méme dans les 
animaux chez lesquels on ne les observe qu’ayec une certaine 
difficulté. 

Qu’ily ait en effeten action une hyperplasie névroglique, c’est 
ce que montre ce fait que quasi partout, dans la névroglie inters- 


f 4. PaLapino. Continuation de la névroglie dans le squelette myélinique de la 
fibre nerveuse, et constitution pluricellulaire du cylindre-axe. (Rendic. d. R. Acc. 
di Napoli, 1892. Archiv. ital. de Biologie, t. XIX, p. 26.) Des limites précises entre 


Ja névroglie et les éléments nerveux dans la moelle spinale. (Boll. d. R. Acc. di 
Roma, ann. XIX, fase. 2.) ; 
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titielle, il y a augmentation notable des noyaux, épaississement 
des fils du réseau. Et cela est bien d’accord avec les formes 
nucléaires de mitose observées par Golgi, et que nous n’avons 
pas réussi A retrouver; soit parce que nous navons pas 
employé les mémes méthodes de durcissement, soit parce que 
nous opérions dans d’autres conditions (virus des rues). 

Pour ne pas multiplier les dessins, nous nous sommes 
bornés 4 reproduire seulement 3 sections de fibres nerveuses, 
présentant ces altérations du stroma. Ena éte, figure 5, il est . 
impossible de ne pas voir le stroma interfibreux plus épais et a 
rameaux plus nombreux, remplissant quasi l’espace entre le 
cylindre-axe et la limite de la fibre. On remarque, en outre, la 
| disproportion entre le diamétre du petit disque représentant le 

cylindre-axe en section et le périmétre de la fibre nerveuse. En /) 
on voit, outre le cylindre-axe, deux formations corpusculaires, 
arrondies, en connexion avec les rameaux du stroma. 

En excluant ’hypothése facile a réfuter, que ce soient la des | 
résidus myéliniques, | exactitude de notre interprétation ne nous 
semble pas douteuse : elle se fonde aussi sur Ja solide base d’ob 
servations assurées, faites déja dans état physiologique. Ce 
fait que nous apportons, non encore relevé, autant que nous le 
sachions, nous semble tres important tant au point de vue de 
Vanatomo- pathologie que de lhistologie normale. 

, Quant au mode spécial de réaction de la névroglie intrafi- 
breuse, nous croyons possible qu’il ressemble a celui de la névro- 
glie interfibreuse. Mais nous nous réservyous de revenir sur ce 
sujet. " : ‘ 

Le mode de réaction identique et simultané de la névroglie 
intrafibreuse et de la névroglie interstitielle au stimulus morbide 
confirme hautement les rapports relevés a l'état normal entre 
ces deux tissus. En outre, l’évidence acquise des corpuscules 
névrogliques de la gaine myélinique, hypertrophiés dans la gaine 
malade, est un argument solide en faveur de leur présence a 
Pétat physiologique, contre iaquelle Kélliker a émis des doutes 
non justifies. 

L’importance de notre observation augmente encore quand 
, on pense 4 la part qu’aurait la névroglie dans les phlogoses 

aigués du systeme nerveux central, Ce stimulus, qui tend alors a 
la destruction des fibres et des cellules nerveuses, favorise la pro- 
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duction de la névroglie, qui contribuerait peut-étre, par lacom- 
pression qui résulte de son augmentation de volume, au sphacele 
des cellules et des fibres nerveuses. 

Les lésions décrites témoignent done d’une phlogose du tissu 
nerveux de la moelle épiniére, affectant les éléments nerveux, 
le tissu interstitiel et les vaisseaux. 

L’hypérémie marquée, Vinfiltration leucocytaire progressive 
et diffuse, les altérations des parois vasculaires avec hémorragies 
consécutives, l’altération des éléments nerveux, allant du simple 
gonflement jusqu’a leur disparition complete, attestent évidem- 
ment l’existence d'une myélite. 

Au sujet de la spécificité de ces lésions, nous acceptons avec 
Golgi que sans étre des lésions pathognomoniques, puisqu’elles 
se rencontrent dans d'autres affections des centres nerveux, elles 
sont pourtant, surtout en ce qui concerne la distribution des 
foyers, constantes dans leurs diverses manifestations, depuis 
Vhémorragie simple jusqu’a la destruction cellulaire et ’hyper- 
plasie névrogliqueaccentuée. Elles sont aussi constantes dans leur 
mode de succession et dans leur prédominance dans les régions 
motrices. Tout cet ensemble de faits peut étre un guide efficace 
dans l’interprétation des divers cas. 


CONCLUSIONS 


1° Dans la moelle épiniére de chiens et de lapins rabiques, 
existent des altérations anatomiques constantes; 

2° Ces altérations, attaquant tous les éléments du tissu ner- 
veux, ne sont pas uniformément distribuées dans les diverses 
sections de la moelle épiniere, considérée anatomiquement et 
physiologiquement (foyers prévalents dans les régions motrices); 

3° Des Garactéres des lésions, on conclut 4 une phlogose aigué 
du tissu nerveux; leur ensemble, sans étre décisif, peut, dans 
certaines limites, étre considéré comme caractéristique ; 

4° La dégénérescence des cellules nerveuses aboutit, & travers 
des formes variées, 4 la disparition complete de l’élément, siire- 
ment constatée dans nos observations; 

5° Le rapport anatomique intime entre la névroglie intersti- 
tielle et le tissu du stroma myélinique apparait aussi, & égalité 
de conditions, dans le mode identique et simultané de réaction 
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au stimulus morbide. Il faut surtout noter la complication du 
stroma de la gaine médullaire; 

6° Le grossissement anormal, di au stimulus pathologique. 
rend assez visibles les petits corpuscules névrogliques, peu visi- 
bles a Pétat normal, ce qui explique les opinions discordantes a 
ce sujet; 

7° Dans la phlogose dela moelle épinitre produite par la rage, 
le stimulus qui tend a détruire les éléments propres de la moelle 
(cellules et fibres) exerce une action favorable sur la névroglie, 
qui devient hypertrophique et hyperplasique; 

8° L’hypertrophie et ’hyperplasie dela névroglie contribuent 
probablement, de leur cdté, au sphacele des cellules et des 
fibres nerveuses. 


EXPLICATION DES FIGURES DE LA PLANCHE VII 


Fig. 1. Oc. 3. Obj. 4 Koritska. Corne antérieure du segment lombaire 
de la moelle d'un lapin mort de rage. Méthode de Weigert-Pal. On voit des 
altérations cellulaires diffuses et progressives : du rapelissement de la fibre 
nerveuse on va jusqu’i sa disparition. On voit en outre une suffusion san- 
guine qui a détruit et écarté le tissu nerveux. 

Fig. 2. Oc. 3. Obj. DD Zeiss. Deux cellules dégénérées, & un fort grossis- 
sement. Ina : disparition du prolongement, destruction de la plus grande 
partie du corps cellulaire, réduit 4 une zone protoplasmique déformée ; dépla- 
cement du noyau a la périphérie. End : désintégration complete de la cellule. 
Il ne reste du protoplasma qu’un mince fragment, pale, ot on voit comme 
une structure alvéolaire. Le nucléus est aussi altéré; sur un point dela méme 
figure, on voit un corpuscule blanc immigré. 

Fig. 3. Oc. 3. Obj. F Zeiss. Cylindres-axes nus des cordons antérieurs de 
Ja moelle épiniére d’un chien rabique. En a: aspect aréolaire au niveau du 
renflement. En 6, l’altération est encore plus marquée. 

Fig. 4. Oc. 3. Obj. 4 Koritska. Cordon antérieur de la moelle épiniére 
dun lapin rabique. Méthode de Marchi. Abondante dissémination de disques 
noirs qui sont des sections d’autant de fibres dégénérées. 

Fig. 5. Oc. 3. Obj. DD. Zeiss. Fibres nerveuses en section transversale. 
En a et enc le stroma intrafibreux apparait plus épais et 4 ramuscules plus 
nombreux. En 0 on voit, outre Je cylindre-axe, deux formations corpuscu- 
laires, arrondies, en connexion avec les rameaux du stroma. 
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SUR LA MIGRATION DU PHOSPHATE DE CHAUX DANS LES PLANTES 
Par M. Li VAUDJN 


[ ° 


Lorsque l’on analyse, a différentes époques de la végétation, 
les organes des plantes, on voit que les éléments minéraux 
contenus dans la tige et les parties foliacées sont, pour la plus 
grande partie, transportés au moment de la formation de la 
graine vers cette derniére; réciproquement, pendant la germi- 
nation, les matiéres minérales quittent la semence pour se diriger 
vers la plantule. 

La migration des principes minéraux et organiques dans 
les plantes a été Vobjet. il y a déja prés de trente ans, de la 
part de différents chimistes, et notamment d’Isidore Pierre, 
d’études approfondies. Les travaux de ce dernier (Recherches 
expérimentales sur le développement du. Blé, 1866) ont établi que. 
pendant 15 a 20 jours avant la moisson, l’épi emprunte aux 
différentes parties de la plante l’accroissement de poids qu'il 
éprouve. 

Sil est facile de s’expliquer le transport des corps solubles 
tels que les sucres, qui, ultérieurement, se transformeront en 
amidon dans le grain, iln’en est pas de mémesi!’on considére des 
sels tels que le phosphate tribasique de chaux, les phosphates de 
magnésie, de fer... Sous quelles influences ces combinaisons 
insolubles peuvent-elles cheminer a travers le végétal pour se 
déposer ensuite dans la graine? 

Ce probleme présente un grand intérét; j’ai été amené a 
entreprendre de le résoudre a la suite des recherches de chimie 
physiologique qui m’ont permis de déterminer les conditions 
dans lesquelles le phosphate de chaux du laitest dissousdans cette 
sécrétion. On saitmaintenant que ce sel est maintenu en solution, 
grace aux citrates alcalins et ala lactose : en outre, j’ai fait voir 
que les sels alcalins de certains acides organiques fixes peuvent, 
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en présence des sucres, jouer un role analogue’. Il _m’a semblé 
» que des faits du méme ordre doivent se produire au moment du 
4 transport des matiéres minérales chez les végétaux; soit de la 
. plaute vers la graine au moment de la formation de cette derniere, 
, soit aussi du grain versla plantule au moment de la germination. 
. Pour démontrer l’exactitude de cette assertion, jai inslitué 
quelques expériences dans le but de rechercher la nature des 
< ~sels organiques alcalins qui existent & cdté des sucres au moment 
ou se fait la migration des éléments minéraux: en outre, au 
: _ moment ou chaque opération a été effectuée, on a déterminé, 
1 toutes les fois qu’il a été possible de le faire, la composition des 
. produits solubles dans Veau de la plante considérée, 
j 
: 
We 


I 
A. J" EXPERIENCE SUR LE BLE. (15 juin 1894.) 


' ©  Jrépi est formé, le grain est sucré, mais ne contient pas 
. encore d’amidon. 

3 kilos d’épis (renfermant 72 0/0 d’humidité) sont coupés en 
petits fragments, pilés au mortier et délayés dans de l'eau dis- 
tillée. Aprés quelques heures de contact, on recommence I|’opé- 
ration, et on la renouvelle plusieurs fois, jusqu’a ce qu’on ait 

__ obtenu 15 kilogrammes de liquide, soit un poids cing fois plus 
fort que celui du blé mis en expérience. On ajoute au liquide un : 
peu de kaolin et on filtre. 

~ Le liquide recueilli est légerement acide : son acidité, déter- 
minée avec la phénol-phtaléine comme témoin, dans les condi- 
tions que j'ai indiquées pour le lait *, est égale a 2#°,10, évaluée 

* en acide phosphorique anhydre par kilog. de produit; il aban- 

donne a 100° un poids d’extrait correspondant a 51*,60 par 

kilog. de blé vert, Cet extrait se décompose ainsi qu'il suit : 


Par kilog. de plante verte, Par kilog, de plante séche. 

Sucre réducteur. . . . . 12.82 45.78 

— -cristallisable.. . . . 17.40 8244 

. Cendres (a réaction alcaline). $.20 29.28 
Matiéres albuminoides et ¢lé- 

ments non dosés. . . . 13.48 47.07 

P Potalstaces . « 51.60 184.27 

Acidité (en PhO*) rapportée a1 kg de produit sec. . . . . Ts 50 


1. Annales de U Institut Pasteur, 1894, p. 856. 
° 2. Bulletin Soc. chimique, 1892. 
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Ces déterminations effectuées, il a été procédé a la recherche 
_des acides organiques dans le reste du liquide de la fagon sui: ¢ 
vante. Le liquide est clarifié a chaud en présence d’une petite 
quantité d’acide acétique et de kaolin, puis filtré; la liqueur. 
obtenueest traitée par l’acélate de plomb en exces, et le précipité 
obtenu est isolé et lavé par décantation a plusieurs reprises ; on 
le soumet ensuite 4 un courant prolongé d’hydrogéne sulfure. 


Vee ge 


; 

~ Qn filtre pour séparer le sulfure de plomb, et le liquide recueilli © 
q est évaporé dans le vide & consistance sirupeuse, puis traité a 
} plusieurs reprises par un exces d’éther a 65°. Les liqueurs 
4 éthérées réunies sont évaporées, elles abandonnent un liquide 
» épais, acide, qui cristallise difficilement. Aprés quelque temps, 
3 on voit apparaitre des boules composées de prismes radiés, des 
% ; aiguilles brillantes, isolées ou groupées en rosettes, agissant 
. sur la lumiere polarisée. 

4 L’examen de ces cristaux nous a pena @établir quils sont | 
Bi 


constitués par de acide matique. 


> 


B. 2° EXPERIENCE SUR LE BLE. (LO juillet 1894.) 


Les épis ont acquis leur grosseur normale, le grain est mou 

| et laisse échapper, quand onV’écrase, un liquide épais lactescent, 
3 ' trés-riche en amidon et légerement sucré. On répete Pexpérience , 
: . faite le 15 juin en opérant dans les mémes condilions. 
Le produit acide isolé par l’éther donne assez rapidement 
. _ descristaux; lorsque lear volume n’augmente plus, on les sépare 
. - mécaniquement du liquide sirupeux trés acide qui les entoure, 
on les essore, et on les fait recristalliser dans l'eau distillée. 

Cés cristaux ne s’altérent pas a l’air; chauffés, ils émettent 
des vapeurs vers 150°; ils deviennent mous a une température 
plus élevée, et fondent a 178°. Si on éleve encore la température, 
ils se subliment en aiguilles et rhombes caractéristiques. Ces 
propriétés appartiennent a l’acide succinique; la détermination 
A de l’'acidité, analyse et les Garactéres des sels font voir en 

effet que c’est bien cet acide qui a été retiré du blé. 
100 grammes de Vacide trouvé équivalent & 818,92 d’acide 
a? sulfurique SO‘H? : 100 grammes’ d’acide succinique pur at ' 
valent a 838,05 d’acide sulfurique. 
06.127 de lacide sont transformés en sel argentique, le poids 
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trouvé est de ()#",389 : le calcul pour un poids égal d’acide succini- 
que indique 0®,403. : 
L’acide trouvé donne avec le perchlorure de fer neutre un 
précipité gélatineux rouge brique. 
Dans le produit sirupeux d’ou |’on a retiré l'acide succinique, 
nous avons isolé en outre de l'acide malique. . 


C.. — 3° EXPERIENCE SUR LE BLE. (Aoit 94 et Mars 95.) 


Du blé fraichement récolté et battu aussit6t est soumis aux 
essais suivants : . 

100 grammes de grain (contenant environ 30 ()/0 d’eau) non 
séché sont pilés au mortier, traités par l’eau distillée a diverses 
reprises pour obtenir finalement 1 litre de liquide. L’acidité de \ 4 
ce dernier, calculée pour un kilog. de blé, est égale 4 2 grammes 
d’acide phosphorique; il abandonne a l’évaporation un poids 
dextrait égal a 398",80 qui se décompose ainsi qu'il suit : 


Par kilog, de plante verte. Par kilog. de plante séche. 


SUCROS LOLA ceases Siegeyen ol 41 gr. 24 16 gr. 06 ° 
Cendres (a réaction alcaline),.. 6 gr. 30 rats 20 
Matiéres protéiques et éléments ; 
MOCO SCS noe asides tere Neate 22 ar. 06 3427. 23 
Total re. 39 gr. 80 56 gr. 57 
Acidité (en PhO») rapportée a 4 kilog. de produit sec. 2 gr. 86 


Au mois de mars 1895, on traite dans un appareil a lixiviation 
7 a 8 kilos de ce blé concassé par un courant d’eau glacée,‘acidu- 


lée & 1/1000 par lacide acétique. Le liquide obtenu est traité par, 


Vacétaté de plomb, et soumis aux mémes traitements que ceux 
indiqués dans les opérations précédentes. 

Lesliqueurs é6thérées abandonnent un acide qui cristallise faci- 
lement: les cristaux sont constilués par de lacide suce inique; les 
eaux meres d’ot ils se sont séparés sont fort peu abondantes, nous 


ne pensons pas qu’elles renferment de l’acide malique, du reste, 


i] ne nous a pas 6lé possible d’en isoler. Ajoutons aussi que la, 
quantité d'acide succinique retirée est tres faible. 


iil 


Quelles sont les conclusions a tirer des résultats énoncés 
ci-dessus? Pour les déterminer, nous allons passer en revue 
les changements suryenus pendant le processus de la végéta- 
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tion, dans la nature et les proportions des éléments trouvés. 

Commencons par la graine; nous ‘avons vu qu’elle renferme 
au moment de la récolte, pour 1,000 grammes de matiere séchée 
a 100°, 568,57 de produits solubles dans l’eau, dont 16',06 de 
sucre, et 98,28 de cendres. Ony trouve des traces dacide succi- 
nique C*H*O*. 

Pendant la germination, des phénomenes d’oxydation et 
d‘hydratation s’accomplissent, ’amidon se transforme en sucre, 
et acide succinique disparait pour faire place 4 l’acide malique 
C*H*0*; ce sont les sels de cet acide qui semblent seuls exister 
pendant la vie de la plante précédaut la formation du grain. A 
cette derniére époque, Jes principes existant en solution ont 
beaucoup augmenté, les sucres notamment; c’est maintenant 
que les phénoménes de transport sont les plus apparents, ainsi 
que V'indique la teneur élevée en éléments minéraux dissous 
dans les liquides cellulaires; leur poids est environ trois fois 
plus fort qu il n’était dans la graine. 

Lorsque la maturation est commencée, et que le contenu du 
grain devenu lactescent indique la transformation du sucre en 
amidon, l’acide succinique apparait, vraisemblablement formé 
par réduction de Vacide malique, car on voit celui-ci dispa- 
raitre en méme temps que les matieres sucrées; finalement, 
lorsque la graine est mure et qu’on n’y trouve plus qu’une 
faible quantité de sucre, le seul acide organique qu’on peut y 
déceler avec certitude est l’acide succinique. 

Or, nous avons vu dans une précédente étude (loc. cit.) que les 
sucres en présence des malates peuvent maintenir en disso- 
lution le phosphate de chaux; j’ai constaté que les succinates 
ne possédaient pas la méme propriété. Les conditions dans les- 
quelles s’effectuent, dans le blé, la migration du phosphate 
de chaux et le dépot de cesel dans la graine, peuvent main- 
tenant s’expliquer tres clairement. Les sucres, élaborés par les 
organes foliacés, en se dirigeant vers la graine, ainsi que les 
phosphates et malates alcalins, entrainent avec eux les phosphates 
insolubles; au fur et 4 mesure de leur transformation en amidon, 
ils déposent du sel tribasique de chaux; en méme temps, les 
malates sont détruits en presque totalité, une partie seulement 
subit une destruction incompléte et persiste dans la graine a 
état de succinates. 
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Ces faits, que j'ai pu mettre en évidence dans le blé, 
se reproduisent également, sinon dans toute leur intégrité, du 
moins d’une fagon analogue dans les plantes qui contiennent de 
Vamidon et des sucres pendant leur végétation; les acides peu- 
vent différer, mais le phénoméne reste le méme. Ce sont les 
malates qui sont le plus répandus dans le régne végétal; on 
a signalé leur existence dans les organes d’un grand nombre de 
plantes; divers acides, qui semblent étre identiques avec l’acide 


 malique, ont été extraits de plusieurs végétaux. Outre les expé- 


a) 
_ 


ae 


» 
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riences que j’ai faites sur le blé, j’ai recherché l’acide malique 
dans d’autres Graminées. Dans deux opérations faites sur le 
mais, un mois environ apres la semaille, et au moment de la for- 


‘mation de l’épi, j’ai pu isoler cet acide; je Vai également retiré 


de l’orge, et dans cette derniére graine séche j'ai trouvé, comme 
dans le blé, de V’acide succinique. Dans d’autres familles, 
notamment dans les Légumineuses, on trouve des citrates; 
Vacide citrique existe aussi dans les betteraves : on peut en effet 
le séparer facilement du dépdt calcaire qui se produit dans les 
appareils d’évaporation des sucreries. E. 0. von Lippmann a 
isolé aussi de l’acide carballylique ‘ de betteraves qui avaient 
été maintenues quelque temps dans un endroit chaud. Notons 
que le rapport de cet acide, C°H*O°, i l’acide citrique, C°H*O’, 
est le méme que celui de l’acide succinique C‘H°O*‘ a J’acide 
malique, C‘H°O*. 

Apres les tableaux montrant la composition des éléments 
qui entrent en solution dans l’eau, j’ai indiqué l’acidité rappor- 
tée a la plante verte et a la plante seche. On remarque qu’avant 
la formation du grain, c’est-4-dire avant que les phénoménes de 
transport soient bien tangibles, les chiffres représentant cette 
acidité sont plus élevés; sil’on était tenté de lui faire jouer un 
role dans la migration des phosphates terreux, cetle constata- 
tion devrait a elle seule faire rejeter cette idée ; mais des consi- 
dérations d’un autre ordre tendeut aussi a |’écarter. 

Nous savons que les solutions du phosphate de chaux dans 
les acides minéraux ou organiques tendent a précipiter du phos- 
phate bibasique; or ce n’est pas ce composé que lon rencontre 
dans les végétaux, c’est le sel & 3 équivalents de chaux, et ce 
dernier ne peut se déposer, ainsi que je l’ai montré ailleurs (loc. 

1. Deutche chemische Gesellschaft, t. XI, p. 707. 
4A 
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cit.) que dans un milieu salin neutre ou fort peu acide. ll est, 

du reste, important de rappeler ici que c'est dans les années 
pluvieuses, ou les liquides organiques végétaux sont le plus 
acides, que la maturité se fait mal et que le grain est plus petit 
et moins riche en éléments minéraux. | 

De plus, j’ai fait voir le role joué par les matiéres protéiques 
quand on mesure l’acidité des liquides organiques animaux; ici, 
elles se comportent de la méme facon, les volumes d’alcali em- 
ployés aux différentes époques de la végétation ot l’on a effec- 
tué ces mesures sont partiellement absorbés par les substances 
albuminoides, et, s’ils varient d’une facgon notable, c’est aussi 
bien aux changements survenus dans Ja constitution de ces 
derniéres, qu’aux modifications des sels a acides organiques, 
quwil convient d’attribuer ces variations. 

En résumé, dans mes études antérieures, et dans ce qui pré- 
cede, je crois avoir déterminé dans quelles conditions le phos- 
phate de chaux (et avec lui les phosphates de fer et de magnésie) 
sont transportés dans le blé, soit du grain vers la jeune pousse, 
soit des diverses parties de la plante vers l’épi; ce sont les 
sucres avec les malates alcalins qui sont les agents de cette 
migration. 

Des phénomeénes semblables se produisent, sans aucun 
doute, chez toutes les plantes dont les graines renferment de 
l’amidon; les sucres, les sels 4 acides organiques fixes : malates, 
citrates, etc., qui concourent a ce transport peuvent varier, mais 
le fait reste le méme et semble avoir un caractere général en 
physiologie végétale. 
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ETUDE D’UN BACILLE FLUORESCENT PATHOGENE 


RECHERCHES SUR LA FONOTION PLUORESCIGENE DES MICROBES 


Par M. Cuartes LEPIERRE 


(Travail du Laboratoire de Microbiologie de Université de Coimbra, Portugal.) 


ue od 


En étudiant la composition microbienne des eaux d’une 
citerne de Coimbra, j’ai eu l’occasion d’isoler un bacille fluores- 
cent pathogene non encore décrit; je joindrai a l’étude de ce 
bacille Jes expériences entreprises pour élucider les conditions 
du développement du pigment. Je tiens avant tout a témoigner 
ici ma reconnaissance aM. le D' Luiz Pereira da Costa, de |’Uni- 
versité de Coimbra, pour les conseils et les encouragements 
qu'il n’a cessé de me prodiguer. 

Pour fixer le pouvoir pathogéne de l’eau en question, j’avais 
eu recours A la méthode d’inoculation intrapéritonéale de 


M. Blachstein!. Au moment de linoculation, les cultures en — 


bouillon de peptones étaient fluorescentes et dégageaient une 
odeur de choux pourris. Tous les cobayes inoculés moururent 
dans Je délai de un a six jours, en présentant les mémes symp- 
tomes : abcés blanchatres localisés au foie et 4 la rate, péritonite 
avec exsudat abondant. Les abcés, caséeux, avaient jusqu’a 
5 millimétres de diamétre; leur ensemencement fournit des 
cultures pures d’un bacille fluorescent; le liquide du péritoine 
fournit aussi en majeure partie cetle espéce, retrouvée du reste, 
par les procédés classiques, dans l’eau examinée. Les cultures 
pures inoculées donnérent les mémes résultats. Cependant, 
comme le pouvoir pathogéne de l’espéce présente différents points 
intéressants, j’y reviendrai. Je ne désire, pour le moment, qu’in- 
diquer l’origine du microbe étudié. 


4. Ann. de l’Inst. Pasteur, octobre 1893. 
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MORPHOLOGIE 
Le bacille observé mesure 2 43 y de longueur et 0u,5 de 


largeur; ses extrémités sont arrondies; en général il est droit, 


parfois légérement incurvé; il atteint 4 4 6» dans les milieux 
liquides. Il est presque immobile, méme en goutte pendante; 
il accepte bien toutes les couleurs @’aniline; il ne résiste pas 
a la méthode de Gram. II présente un cil 4 une des extrémités ; 
celui-ci est difficile 4 colorer, et encore tous les individus n’en 
sont-ils pas pourvus. 

CARACTERES DES CULTURES 

Bouillons. — L’respéce se développe tres bien a 20° ou 30° 
dans les bouillons de viande ou de peptones; apres 2 jours la 
fluorescence y est trés manifeste; il se forme des voiles a la sur- 
face, qui tombent rapidement au fond; le liquide reste assez 
transparent. L’odeur des cultures jeunes est analogue a | infu- 
sion de choux; |’odeur des vieilles cultures semblable a celle des 
choux pourris. Dans les peptones la fluorescence disparait apres 
quelques jours ; le liquide est rougeatre; la fluorescence se con- 
serve longtemps dans le bouillon de viande. 

Les cultures agées contiennent de grandes quantités d’une 
matiére protéique analogue a la mucine. 

Gélatine. — Plaque. — Apres 24 heures, les colonies pro- 
fondes sont rondes, jaune brun, le centre plus foncé; les colo- 
nies superficielles sont hyalines; apres 3 jours, la gélatine 
environnante est fluorescente; diamétre, 2 millimétres; a un 
faible grossissement on observe des bords nets, peu sinueux; la 
colonie est granuleuse, sans sillons; vers le 5° jour, la colonie 
aune apparence humide, verte par transparence; le centre est 
devenu plus clair que la périphérie, quoique plus proéminent; 
les bords sont plus sinueux. La gélatine n’est jamais liquéfiée 
(un an). 

Sirie. — Méme apparence générale que sur plaque; bords 
sinueux arrondis ; grisatre par réfraction; le centre est plus élevé; 
la fluorescence vert pale se diffuse dans toute la gélatine. 

Pigire. — Développement seulement superficiel de véritable 
aérobie; la colonie peut prendre un aspect humide et festonné 
ou radié; on observe quelquefois des dérivations rameuses per- 
pendiculaires a la ligne d’inoculation. 


tog 


as ae 


RECHERCHES SUR LA FONCTION FLUORESCIGENE. 645 


Gélose. — A 30°, sur gélose peptonisée, le développement est 
trés rapide; aiken blanc sale; bords peu sinueux; apres 2 jours 
la fluorescence se manifeste pour disparaitre vers le 10° jour, 
la gélose sous-jacente prend une couleur jaune brun. 

Sur sérum a 30° ou 37°, pas de fluorescence, développement 
tres abondant; culture grisdtre analogue a celles sur gélose. 

Pomme de terre. — A 20° ou 30°, apres 24 heures, enduit 
jaune brun humide, aux bords dentelés; la pomme de terre 
devient de plus en plus noiratre autour de la colonie; jamais de 
fluorescence. 

OEuf. — Développement rapide sur l’albumine coagulée; 
enduit jaune, mélangé de vert; la couleur disparait compléte- 
ment aprés 6 jours. 

Lait. — Aucun phénomene appréciable apres 5 jours; le lait 
pullule de bactéries ; apres 10 jours le lait devient basique sans 
se coaguler; aprés 2 mois le lait est en partie coagulé, et le sérum 
surnageant est tres basique. Jamais il ne se développe ni pig- 
ment ni fluorescence, méme par l’addition de phosphates. 

Indol. — En bouillons de peptones pepsique ou pancréatique 
(purifiées de l’indol qu’elles renferment souvent) a 20°, 30°, 37°, 
Je bacille ne fournit pas d’indol, méme apres plusieurs semaines. 

Sucres. — Ce bacille ne fait fermenter aucun sucre en C* ou 
C**; la fluorescence est influencée par leur présence; nous y 
seat ons. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE 


Chauffé en tubes capillaires, le bacille est tué en une minute 
a 55°-60°; il se développe le mieux entre 20° et 30°; trés peu 
a 10°; a 37° le développement se fait sans production de pigment ; 
a 42° les cultures ne peuvent se poursuivre. 

Cultivé a l’abri de l’air ou dans le vide, le bacille ne se déve- 
loppe pas. 

L’odeur intense de choux déja indiquée est surtout manifeste 
dans les bouillons de viande et de peptone; elle est presque 
nulle dans les liquides minéraux; cette odeur, différente de la 
triméthylamine, semble due & une substance basique. 

Le microbe décrit, quoique se rapprochant du B. fluorescens 
putridus de Fliigge, en différe cependant par quelques caractéres 
importants : 1° le B. de Fliigge est tres mobile; l’espéce décrite 
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- 
est pour ainsi dire immobile; 2° l’odeur des cultures est fort 


différente; 3° la fluorescence est différente aussi en couleur et 
en intensité, dans les mémes conditions de culture; 4° le pouvoir 
pathogéne n’est pas le méme, le B. de Fliigge étant considéré 
comme non virulent, ce que j’ai du reste vérifié. 
: 
INOCULATIONS 

Ce bacille, d’origine hydrique, présentait au début (dé- 
cembre 1893) un pouvoir pathogéne trés marqué pour le cobaye 
et le lapin; j’ai indiqué plus haut la formation d’abcts caséeux 
et de péritonites généralisées ; la survie variait de 1 a 10 jours; 
Yinoculation intraveineuse amenait la mort en 20 heures; lin- 
gestion de cultures n’a produit aucun trouble notable sur ces 
animaux. Le pouvoir pathogene de l’espéce s’atténuait avec les 
cultures successives. Apres trois mois, les autopsies montraient 
que le B. fluorescent, inoculé en culture pure, s’y trouvait mé- 
langé a desespéces en général inoffensives; les abcés diminuaicnt 
de grosseur; les lésions se bornaient quelquefois a des péritonites 
ou a des pleurésies ; les parois intestinales présentaient souvent 
aussi de petits abcés; la survie ne variait pas pour cela (5 jours). 
L’espéce avait donc perdu une partie de ses propriétés patho- 
génes et n’amenait plus la mort qu’en association microbienne. 
Toutefois elle conservait encore assez d’énergie pour modifier le 
milieu inoculation (généralement le péritoine), de fagon a pro- 
voquer la sortie de bactéries de lintestin, dont l'association 
provoquait l’issue fatale. 

Vers lesixiéme mois, l’inoculation du B. fluorescent en culture 
pure ne produisait aucun désordre, et les animaux survivaient 


-méme avec des doses massives. J'ai alors songé & associer le 


B. fluorescenta différentes bactéries, par elles-mémes inoffensives, 
pour imiter artificiellement la propriété qu’il possédait de se créer 
des associations. Les résultats ont été probants; je n’indiquerai 
que quelques résultats; tous les animaux périrent dans un délai 
de 12 heures a 4 jours. 

I. — Bacille fluorescent et B. liquefaciens (nouvelle espece) 
(a).— Cobaye de 450 grammes ; 2 c.c. d’un mélange des cultures de 
48 heures, en bouillon, en culture intrapéritonéale; la mort 


survient en 142 heures; pas d’abcés, exsudat péritonéal ; les’ 


2 espéces se retrouvent a l’analyse. 
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(a) Le B. liquefaciens est une espéce non pathogene, isolée par M. Poiares ! 
de Vintestin d'un cobaye; c’est un saprophyte énergique, ferment des 
sucres, producteur d'indol et scatol, liquéfiant la gélatine. 

Hl. — B. fluorescent et B. de Lisbonne (b).— Plusieurs cobayes 
et lapins inoculés avec un mélange des deux cultures moururent 
dans un délai de 15 4 45 heures; l’autopsie donne des résultats 
identiques aux précédents. 

(b) Le bacille de Lisbonne a été isolé par MM. Camara, Pestana et 
Bettencourt comme agent pathogéne de l’épidémie ultra bénigne de 
Lisbonne (avril 1894) *. Nous avons cherché a démontrer. dans un travail 
postérieur, que l’espéce ne nous semblait pas ayoir joué le role prépondé 
rant *. Tout récemment nous apportions de nouveaux arguments a cette 
thése. 4 savoir que ce bacille, considéré d’abord comme une variété dt 
vy. de Koch, n’est qwun simple saprophyte, incapable, méme associé a des 
bactéries non pathogénes, de produire des désordres. Aussi la nouvelle 
réplique confuse de MM. Pestana et Bettencourt‘ ne saurait nous conyaincre. 


‘Les expériences suivantes le prouvent mieux encore, tout en 
établissant le pouvoir pathogéne du B. fluorescent associé. Nous 
avons vu en effet que le B. liquefaciens associé au B. fluores- 
cent amenait la mort; de méme pour le B. de Lisbonne associé 
au méme B. fluorescent. Mais le B. liquef. et le B. de Lisbonne 
associés ne produisent aucune lésion : les cobayes n’ont jamais 
rien présenté d’anormal. I] en résulte : 1° que c’est bien au B. 
fluorescent qu’il faut attribuer le réle principal dans ces associa- 
tions mortelles; 2° que le B. de MM. Pestana et Bettencourt n’a 
probablement pu jouer le réle prépondérant dans |’épidémie. 

IV, V. — Le B. fluorescent, associé au micrococcus Cinnaba- 
reus, ou aun B. pseudo-coli, amene la mort dans les mémes con- 
ditions; les deux espéces associées, seules, sont absolument 
inoffensives. 

VI. — Le B. fluorescent, associé a un B. pseudodiphtérique, 
non virulent, isolé par nous dune angine bénigne, ne produit 
rien par injection sous-cutanée; linjection intrapéritonéale 
ameue de la diarrhée, un manque d’appélit, le tout disparaissant 
apres quelques jours. Par voie stomacale, toutes les espéces 
précédentes associées au B. fluorescent ne produisent que de 
Vanorexie et un peu de diarrhée passagére. 


4. Coimbra Medica (décembre 1894). 

2. Gentralblatt /. Bakt. (sept. 1894). — Revue de Medi. Cirurg. (Lisboa, 1894). 
3. Presse Médicale, etc. (aott 1894). 

4, Centralbl. f. Bakt. (4895), 
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+n résumé, au début, le B. fluorescent était pyogeéne, les abcés 
ne contenaient que cette espéce. Plus tard, il s’est trouvé associé 
a différentes bactéries de Vintestin de lanimal, dont il avait 
provoqué la sortie comme dans les expériences de MM. Mosny 
et Marcano; puis il est devenu impuissant a produire ce phéno- 
méne et n’amenait plus la mort; toutefois ce pouvoir pathogéne 
n’était qu’amoindri, car il suffisait de Vassocier a certains 
microbes non pathogeénes pour qu'il amenat lissue fatale. 
Encore aujourd’hui le b. fluorescent conserve ce privilege ; Loute 
propriété pathogene n’a donc pas disparu. 

Ces faits ont une réelle importance, et doivent rendre plus 
suspectes encore les eaux ot l’on démontrera l’existence de 
bactéries fluorescigenes. M. Gessard, dans un mémoire impor- 
tant’, a déja insisté sur ce fait que ces espéces indiquent une 
souillure d’origine animale. MM. Ducamp et Planchon ont déve- 
loppé ces conclusions dans leur étude des eaux de Montpellier * 
ot ils décrivent un hacille fluorescent également pathogene, 
mais différent du nétre sous bien des rapports (liquéfaction de 
la gélatine, virulence, etc.). 

Les eaux renfermant des espéces identiques ou voisines de 
celle que je décris sont impropres a l’alimentation. Bien que nous 
ne possédions pas d’expériences sur le rdle que joueraient ces 
especes ingérées par homme, les troubles digestifs observés 
chez les petits vertébrés, en dehors des phénoménes pathogénes 
décrits, leur association nuisible, etc., font que ces microbes 
doivent étre tenus comme trés suspects, surtout si l’intestin jouit 
d’une sensibilité spéciale naturelle, ou provenant d’une maladie 
précédente. Ges conclusions s’appliqueront d’autant mieux si 
l'eau examinée renferme aussi quelque espéce coliforme, viru- 
lente ou non. 

Je réserve pour un prochain travail un complément d’étude 
du pouvoir pathogéne de ce microbe fluorescent, et je vais 
m’occuper maintenant des conditions de formation de la fluo- 
rescence. 


SUR LA FONCTION FLUORESCIGENE 
ll est fort intéressant au point de vue chimique de fixer les 


conditions de formation des pigments ; nos connaissances sur ce 


4. Ann. Inst. Pasteur, 1892. 
2. Nouv. Montp.. Medical. 
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snjet sont tres peu avancées. L’étude de la fluorescence pou- 
vait présenter quelque intérét ici, étant données la rapidité de 
son apparition et ses propriétés nettes. 

M. Gessard a publié un fort intéressant mémoire sur cette 


question. Il pense que la fonction fluorescigéne est intimement 


liée 4 la présence de phosphates dans les milieux de culture, 
que ceux-ci existent en nature ou résultent de dédoublements 
(lécithine); absence de phosphates impliquerait l’absence du 
pigment; leur présence en certaine quantité serait suffisante 
pour !’apparition de la fluorescence. M. Gessard, quoique s’étant 
arrélé, au début, au réle important de l’élément azoté, n’attribue 
qu'un réle secondaire & l’aliment fourni, pourvu que le milieu 
renferme des phosphates. Cette théorie, applicable au B. pyo- 
cyanique étudié par ce savant, ne peut s’appliquer a tous les 
microbes fluorescents. Je crois pouvoir conclure, au contraire, du 
nombre considérable d’expériences entreprises que, pour le 
bacille que j’ai étudié, la fonction fluorescigene est excessi- 
vement complexe; elle est intimement liée non seulement & la 
nature de |’élément azoté, mais aussi de l’élément carboné. De 
plus, augmentation dans la quantité de phosphate, au dela de 
la quantité nécessaire pour assurer la culture microbienne, 
n’exerce sur cette fonction presque aucune influence. . 

Cultures dans les milieux minéraux. — Toutes mes expérien- 
ces ont été faites sur 100 c.c. environ de liquide dans des ballons 
oti acces de J’air était facile. J’ai d’abord essayé les milieux 
connus. 

Dans Je liquide de Cohn (a base de tartrate d’ammonium), le 
B. fluorescent ne s'est jamais développé. quelles que soient la 
température et l’époque. Dans le liquide d’Escherich, trouble 
insignifiant, méme aprés 15 jours; pas de fluorescence. Le 
tartrate d’ammonium additionné ou non d’un hydrate de carbone 
ne peut done servir a l’alimentation de l’espéce. 

L’azote nitrique, sous forme de nitrate alcalin, additionné 
d’un hydrate de carbone, ne donne lieu & aucun dévelop- 
pement. 

Le microbe ne se développe pas non plus dans les milieux 
i base de sels ammoniacaux (acides minéraux) ala dose de 20/0 
et 0,20/0, en présence d’hydrates de carbone (50/0), a Vexcep- 
tion toutefois du phosphate d’ammonium additionné de glycé- 
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rine (vérifié avec le sulfate, le chlorure, le nitrate Vammonium 
et la glycérine, le saccharose, l’amidon). 

Les sels ammoniacaux organiques du commerce étant sou- 
vent dissociés et faussant les résultats, j’ai préparé un grand 
nombre de ces sels purs, évitaut leur stérilisation a 115° par des 
ébullitions répétées 4 100° pendant quelques minutes & un jour 
d’intervalle. Ces sels, & la dose de 2 0/0, additionnés de phos- 
phate de potassium (0,5 0/0) sulfate de magnésiun (0,1 0/0) 
et chlorure de sodium (0,2 0/0), ensemencés et cultivés a des 
températures variant de 20° a 35°, ont donné les résultats sui- 
vants : 

1° Milieux restés stériles. — Formiate, acétate, valérianate, 
butyrate, oxalate, tartrate, sulfocyanate, urate, hippurate, sali- 
cylate, benzoate, mésoxalate, fumarate, acrylate. 

2° Milieux qui peuvent servir @aliments sans que cependant la 
fluorescence se produise. — Lactate, malonate, malate, tartronate, 
isosuccinate, pyrotartrate, éthylmalonate, glycérate, glycolate. 
Le microbe s’y développe bien et la culture s’y poursuit en 
série, sans jamais cependant produire de fluorescence. 

3° Milieux ot le microbe se développe bien, ainsi que la fluorescence. 
— Citrate, succinate, oxyglutarate, oxypyrotartrate, glutarate. 

Le citrate d’ammonium commercial m’avait fourni des résul- 
tats négatifs; il renfermait de grandes aged de tartrate, sel 
hats’ ala pian fluorescigéne. 

Les cultures développées renfermaient toutes de la mueine, 
qu’elles soient ou non fluorescentes. 

Les résultats obtenus avec ces sels purs sont les mémes, 
quelle que soit la dose de phosphates (0,05 a5 grammes 
pour 0/00). 

Les milieux renfermant certaines variétés de sels sont 
absolument impropres au développement soit de l’espeéce, soit de 
la fluorescence ; ces expériences ont été répétées plusieurs fois, 
espérant que par l’adaptation le microbe pourrait consommer 
des sels qu’il ne consommait pas auparavant, comme on l’observe 
pour le Penicillium glaucum et V Aspergillus niger. 

Nous pouvons chercher a tirer quelques conclusions de ces 
résultats par examen de la constitution chimique. Les sels 
ainmoniacaux des acides gras C"H*02, monobasiques, ne peu- 
vent servir d’aliment; de méme pour la série urigue et aroma- 
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tique. Cependant les acides gras normaux substitués par des 
hydroxyles servent d’aliment, sans permettre la fluorescence. 
Leur constitution est semblable. Exemples : 


a 


er 


pg ee aD ee ee a 


t Acide lactique CH3. CH OH. CO? H. 

a Acide glycolique CH? OH. CO? H. 

. Acide glycérique CH? OH. CHOH. CO? H. 

-Examinons la série des acides bibasiques (en présence de 
Vammoniaque); on observe trois groupes: 1° le groupe que 
j ‘appellerai oxalique, qui ne permet aucun développement; 2° le 
groupe malonique, qui peut servir d’aliment, mais ne donne pas 
de fluorescence ; 3° le groupe succinique, excellent comme aliment 
el comme principe fluorescigene. L’examen des formules de 
constitution donne lieu a des remarques. 


* 


*» 
_* 2 
. i a 


Premier groupe. 


Acide oxalique (CO2H)2 Acide fumarique (CH.CO?H)2 
Acide mésoxalique CO(CO2H)? ’ Acide tartrique (CHOH,CO2H)* 
‘ 
Dewuvieme. groupe. 
Acide malonique CH*(CO?H)2 Acide isosuccinique CH?CH(GO?H)? 
Acide tartronique CHOH(CO?H)?2 Acide !pyrotartrique GO2H.CH(CH*).CH?. CO? 4 
Acide malique CO?H,CH?.CHOH.CO?H. Acide éthylmalonique C?H*.CH(CO?H)? 
Troisiéme groupe. os 
Acide succinique CH2.C02H)2 Acide glutarique (CH?)#(CO?H)? 
Acide oxyglutarique CO?H.CH2.CH?.CHOH.C02H Acide citrique C(OH)CO?H.(CH?CO?H)? (‘). 
Acide oxypyrotartrique ord. CHOH(CH®.CO2H)2 
Sans entrer dans de longs détails, on voit que, pour les sels ie 
ammoniacaux des acides organiques a poids moléculaire peu “a 
élevé, la fluorescence est intimement liée : 1° Ala bibasicité de ces 


acides ; 2°a l’existence dans la molécule d’au moins deux groupes 
CH?. Le développement de l’espeéce diminue proportionnelle- 


ment & la suppression de ces groupes ou & la substitution de . 

leur hydrogéne par des hydroxyles ou des méthyles. é » 
On ne peut généraliser pour les séries supérieures, leur 

formule exacte de constitution étant peu connue. a 
Azote organique. — 1° Des liquides nutritifs 4 la base durée wis: 

a la dose de 5 0/0,, en présence des sels alcalins et alcalino- 


terreux, n’ont donné lieu & aucun développement a 20° ou 30°. 
De méme dans un liquide de composition analogue a l’urine 
(2 0/0 urée: 0.25 phosphate de potassium, chlorure et sulfat«). i 
* 


4. Bibasique par rapport Az H8 dans les conditions de la preparation, 


=_* 
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— Mémes résultats en présence des hydrates de carbone. Les 
liquides &base d’asparagine (2 et 5 0/0) ont fourni un tres bon 
milieu de culture, ou! la fluorescence s’est développée et main- 
tenue. 

Les sels. d’aniline, dérivés des acides minéraux ou organi- 


ques, rigoureusement neutres et purs, ont fourni des milieux 


absolument stériles, c’est-a-dire ot le microbe ne se développe 
pas. 

Albumine del cuf.— L’albumine crue, mélangée aseptiquement 
a de leau stérilisée, ensemencée & 20° ou 30°, ne donne qu’un 
développement insignifiant, sans aucune fluorescence, méme 
apres plusieurs mois; par ]’addition de doses variables de phos- 
phate de potassium (0#",2 4 4 grammes par litre) on observe une 
fluorescence verdatre excessivement faible, mais la culture ne 
peut se continuer en série. 

Dans Valbumine cuite, & 25°, le microbe se développe bien; la 
fluorescence s’y manifeste et s’y conserve plusieurs mois; il se 
forme de la mucine et de petites quantités de peptones. Si on 
ajoute des phosphates alcalins (0#",5 45 grammes par litre), les 
cultures, verdatres au début, n’ont plus aucune fluorescence apres 
une semaine, et le pigment n’y reparait jamais. Ces résultats 
constants, en partie opposés 4 ceux fournis par l’albumine crue, 
démontrent la complexité de la fonction chromogéne. La caséine 
du lait se comporte comme le lait méme, c’est-a-dire que le 
microbe peut s’y développer lentement sans former de fluores- 
cence. 

Dans les alcalialbumines et dans les protalbines, préparées 
avec l’albumine de l’ceuf, en suivant exactement les indications 
de M. A. Gautier ', le microbe, ensemencé aprés neutralisation, 
s'est bien développé, mais sans aucune fluorescence. Les milieux 
ne renfermaient que ce groupe de corps. Le microbe cultivé 
dans les syntonines 1 de M. Péré* y pousse bien, mais sans fluores- 
ceuce; mémes résultats apres addition de phosphates. 

Dans les syntonines 2 de M. Péré, une trés petite partie est 
utilisable comme syntonine dissoute, la plus grande partie ne se 
dissolvant que dans un exces de soude rendant toute culture 
impossible; 5 grammes d’albumine syntonisée ne peuvent étre 


1. Chimie biologique. 
2. Ann. Inst. Pasteur, 1892, p. 516. 
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maintenus en dissolution dans 100 c. c., comme le dit M. Péré; 
ce liquide ne contient en outre que des syntonines, sans albu- 
moses, propeptones ou peptones. Cependant le microbe s’y 
Hevelopife ainsi que le pigment. Les syntonines 1 et 2 sont 
donc différentes. 

Peptones. — Je vais moccuper maintenant du role des peptones 
sur la fonction fluorescigéne. Ktablissons quelques définitions 
nécessaires a la compréhension de ce qui suit. 

L’action des ferments digestifs sur les matiéres albuminoides 
conduit & des corps solubles dans l’eau, appelés en général 
peptones. On peut les diviser en trois groupes dont je ferai usage 
pour plus de simplicité, tout en n’ignorant pas ce qu’a d’aléatoire 
une semblable classilication, comme l’a démontré, dans ces 
Annales, M. Duclaux : 

1° Les propeptones, solubles dans l’eau, précipitables par le 
sel marin et acide acétique; le précipité soluble a chaud repa- 
rait par le refroidissement; elles précipitent par le ferrocyanure 
acétique ; 

2° Les albumoses (de Kiihne), voisines des vraies peptones, ne 
précipitent pas par le ferrocyanure; elles précipitent par le sulfate 
d’ammonium ajoulé en poudre et en exces; 

3° Les vraies peptones (de Kiihne et Gautier) ou simplement 
peptones, ne précipitent pas par le sulfate d’ammonium, mais 
précipitent par le chlorure mercurique, etc. 

Trés souvent on réunit en un seul le 2¢ et le 3° groupe, que 
Von appelle aussi peptones (Henninger). 

Le sulfate d’ammonium, employé toujours dans les mémes 
conditions, constituant un réactif de groupe suffisant, j’adop- 
terai toujours la classification en trois groupes. Cependant, en 
partant d’un certain albuminoide, chacun des groupes n’est pas 
homogéne, mais il est formé de termes homologues, dont on 
peut tenter la séparation par l’alcool ou l’acide phospho- 
tungstique. C’est l’ensemble de ces méthodes que j'ai mis en 
jeu pour fixer celui des constituants auquel il faut attribuer la 
faculté de développer la fonction fluorescigene. Ul m/’a fallu 
étudier non seulement les peptones complexes du commerce, 
mais aussi peptoniser différents albuminoides et en faire l’étude 


chimique. 


Propeptones. — 1° J’ai obtenu des propeptones par digestion 
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papaique & 45° pendant cing jours (25 grammes fibrine de pore 
pressée; 150 grammes d’eau 43/1000 HCI; 1 gramme papaine 
pure). Aprés neutralisation, le microbe ensemencé s’y développe 
assez bien, mais sans jamais produire de fluorescence, a 25° 
ou 30°, et cela en présence de doses variables de phosphates, ou 
apres que le bouillon eut été conservé des temps variables dans 
le laboratoire. M. Gessard avait observé, en effet, que des 
peptones conservées quelque temps pouvaient produire de la 
fluorescence; je n’ai rien obtenu apres 1, 2, 3, 4 semaines. 

Apres deux mois, les cultures odorantes renferment encore 
des propeptones et de la mucine. 

2° La peptone Adamkiewicz, du commerce, est surtout formée 
de propeptones, ainsi que je l’ai vérifié; des bouillons a 2 0/0, 
plus ou moins phosphatés, ne donnent aucune fluorescence : le 
microbe s’y développe mal. I] en est de méme des propeptones 
d’albumine d’cuf, que j’ai préparées en interrompant la digestion 
pepsique apres quelques heures. 

On peut donc conclure que les propeptones, quoique four- 
nissant le carbone et l’azote nécessaires a l’espece, ne réunissent 
pas les condittons nécessaires a la formation du pigment fluores- 
cent, indépendamment de toute question de phosphates. Du reste 
le bacille s’y développe mal, en général. 

Albumoses. — La plupart des peptones commerciales’, ou 
celles préparées au laboratoire par digestion artificielle en 
employant la pepsine ou la pancréatine, sont des mélanges 
dalbumoses et de vraies peptones. J’ai préparé les albumoses 
d’un cdété, les vraies peptones de l'autre, par précipitation des 
albumoses par le sulfate d’ammonium, dialyse, évaporation dans 
le vide, ete., aussi bien pour le précipité que pour la partie 
dissoute (vgaies peptones); j’ai eu recours aussi a la baryte pour 
’élimination du sulfate ammoniacal; dans ce cas il faut restituer 
les phosphates précipités. : 

Des nombreuses expériences faites je puis conclure que : 

Les albumoses (a 2 0/0) ne fournissent au microbe quwun 
aliment assez peu propice, si on le compare aux bouillons de 
viande ou aux vraies peptones. Jamais la fluorescence ne s’y mani- 
feste, quand la séparation des deux groupes est parfaite. 

J’ai vérifié ce qui précéde avec des albumoses dérivées des 

1, Celles de M. Chassaing en particulier. 
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fermentations pepsiques ou pancréatiques de la viande de buf, 
de l’albumine de l’ceuf crue ou cuite, de la fibrine de pore, et en 
faisant varier la quantité de phosphates de 0s",2 & 5 grammes 
par litre. 

Une peptone pure préparée suivant le procédé Henninger, et 
qui renfermait 85 0/0 d’albumoses et 15 0/0 de vraies peptones, 
adonné les mémes résultats que les albumoses pures. Ces résul- 
tats confirment ceux obtenus avec les albumoses : bon dévelop- 
pement de l’espéce, mais pas de fluorescence. 

L’emploi de l’alcool en précipitations fractionnées montre 
que les derniéres fractions, ainsi que celles qui restent dissoutes 
dans l’alcool, donnent quelquefois de la fluorescence; ceci peut 
s’expliquer par l’existence de vraies peptones, éminemment propres 
a la fonction fluorescigene, ou par la présence d’albwmoses voi- 
sines de celles-ci ; il est fort probable en effet que la série soit 
continue de l’albumine primitive a l’albumose et a la peptone. 

Peptones vraies. — Procédés de préparation précédemment 
indiqués. Ces corps sont éminemment propres au développement 
de l’espece et a Papparition de la fluorescence, quand ils dérivent 
des fermentations pepsiques; les peptones vraies d’origine pancréa- 
tigue ne fournissent, au contraire, presque jamais de fluores- 
cence, quoique le microbe s’y. développe énergiquement; dans 
ce dernier cas les bouillons deviennent rougeatres. 

L’alcool employé pour faire des précipitations fractionnées 
des peptones pepsiques vraies donne des produits differant tres 
peu Jes uns des autres au point de vue de leur teneur en carbone 
et hydrogene, mais présentant l’allure de séries homologues : 
Pintensité de la fluorescence est aussi tres différente avec les divers 
précipités; ce qui confirme donc l’analyse organique. 

Peptones complexes. — J’ai éludié la fonction fluorescigéue sur 
ce que j’appellerai les peplones complemes, c’est-a-dire les mélanges 
obtenus par digestions artificielles, au laboratoire, ou pris dans 
le commerce. On comprend déja que les résultats varieront sui- 
vant la proportion des albumoses et des peptones vraies, et 
selon que ces produits seront de digestion pepsique ou pancréa- 
tique. 

La peptone pepsique de M. Chassaing, dont M. Gessard a déja 
publié le procédé de préparation, doit étre considérée comme 
pure, au point de vue des corps de la classe des peptones; la 
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proportion d’albumoses et de vraies peptones est assez constante 
avec les divers échantillons. La moyenne d’une dizaine d’ana- 
lyses donne : propeptones, traces; albumoses (vide), 30a 34 0/0; 
vraies peptones (vide), 60 a 55 0/0; eau (dans le vide), 5 0/0; 


cendres, 5 46 0/0, renfermant 1,53 0/0 d’acide phosphorique, 


soit 3,75 0/0 de phosphate dipotassique ’*. 


Le bacille fluorescent cultivé dans ce produit s’y développe 


tres bien : la fluorescence apparait dés le second jour. Nous 
avons vu plus haut que les albumoses qu’on extrait de ce produit 
ne donnent aucune fluorescence; les vraies peptones développent 
au contraire trés bien le pigment. _ 

On peut faire abstraction de la classification en peptones et 
albumoses, et chercher a scinder le produit commercial par 
d’autres méthodes : précipitation fractionnée par l’alcool de plus 
en plus fort par exemple. J’ai traité ainsi 50 grammes de ce 
produit, et obtenu six précipités successifs représentant 60 0/0 de 
la peptone employée, et une solution non précipitable renfermant 
40 0/0 de peptone. Ces précipités, dont le poids varie de l'un a 
l'autre, sont de plus en plus riches en peptones vraies et par 
conséquent de moins en moins riches en albumoses. Ensemencés 
dans les mémes conditions, ces précipités donnent des milieux 
ot la fluorescence présente les variations suivantes : 


PEPTONE TOTALE COMPOSITION 
précipitée. ~ des précipités CULTURES 
0/0 Alb. Pept. vr. : 

AP Alcoalgara0cmy «mieraniieciteac niet 5,3 \ 62 38... fluorescente pendant 2 mois. 
B fete Sabo ae Ne Ue tondigaed ] 57 43, id. id. 
GC — WA 0 GO OOUCOORGE 325 43 57... fluorescence disparaissant aprds quelques jours. 
dD — SOE tao eters isicieieeier el aye 6,0 ( 09,6. 30 70,.. presque aucune fluorescence. 
E — Ne EA cid ae OA ae ea 2.0 2 iTS oe ad. id. 
He QTo tees Laan OM ia Sac sof | 23 77.., fluorescence persistante. 
G — — 90° (partie sol. dans I’alcool). 40,4. 25 75. id. id. 


La teneur en phosphates des différents précipités était presque 
la méme. On voit que la fluorescence ne dépend pas tant de la 
quantité relative d’albumoses et de vraies peptones, que de leur 
qualité. 

Autres peptones pepsiques. — J’ai préparé un certain nombre 
de ces produits. Les résultats obtenus au point de vue de la fluo- 
rescence varient suivant la température de la digestion, le temps 


4. Un bouillon a 2 0/0 de peptone Chassaing renferme donc 0st,75 de phos- 
phate par litre. 


- 
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de celle-ci, en partant d'une méme matiére albuminoide. La pep- 
tone totale de muscle de veau ou de boeuf est trés favorable a la 
fonction chromogéne. Si on épuise le muscle a l’eau froide, puis 
liéde, la fibrine musculaire obtenue et peptonisée ne donne que des 
traces de fluorescence, méme avec addition de phosphates en 
quantilé variable. Les peptones provenant du sérum musculaire 
donnent au contraire de la fluorescence. La peptone de lait est 
tres favorable au microbe et & son pigment. Les peptones 
dalbumine d’ceuf, crue ou cuite, permettent la fluorescence ; 
Yaddition de phosphates la diminue; la fluorescence dans la 


_ derniére de ces peptones est toujours inférieure & la premiere. 


La peptone de fibrine de porc donne des résultats variables avec 
l'activité de la pepsine et le temps de digestion. . 

L’acide phosphotungstique (Schiitzenberger) peut servir a 
scinder les peptones; une peptone de fibrine de pore qui avait 
fourni un peu de fluorescence ayant été précipitée par ce réactif, 

_ jai vérifié que la fluorescence se manifestait exclusivement avec 
la peptone restée dissoute. Il est pourtant hasardeux de généraliser. 

Les peptones pancréatiques commerciales, ou celles que j’ai 
fabriquées avec un grand nombre d’albuminoides, ne fournissent 

_ que trés peu de fluorescence et le plus souvent pas du tout. Le 
bacille s’y développe cependant trés bien; les cultures sout rou- 
gedtres. Ces produils renferment cependant 10 0/0 de vraies 
peptones de plus que les peptones pepsiques de méme origine. 
Cela vérifie & nouveau que c’est la qualité des vraies peptones 
qui influe. Ces différents résultats tiennent évidemment a la 
nature des composants : les mélanges constitwant les peptones pep- 
sigues ne sont pas les mémes que ceux des peplones pancréatiques ; 
Videntité entre ces corps, soutenue pendant un certain temps, ne sau- 
rait done étre maintenue; Uétude de la fluorescence fournit un urgu- 
ment assez probant. 

Comme conclusion, et quoique les peptones complexes four- 
nissent des résultats différents au point de vue de la fluorescence, 
résultats inhérents 4 la nature de ces corps, nous pouvons dire 
que les vraies peptones pepsiques paraissent en général fayo- 
rables & la formation du pigment, 4 l’encontre de ce que l'on 
observe pour les albumoses pepsiques et pancréaliques, et les 
yraies peptones pancréatiques. 

Je ferai remarquer que la fonction fluorescigéne est latente, 


42 


oe tag 


is ho’ j ’ U ee ope a 2 se oy 


658 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


dans le cas ou iln’y a pas production de pigment : il suffit de 
réensemencer dans un milieu approprié pour qu’elle reparaisse. 

Passons 4 l'étude de milieux naturels ou artificiels plus com- 
plexes encore, ot se manifeste la fluorescence : les bouillons de 
viande et l’urine. 

Bouillon de viande. -- Le hourllon de viande dans la propor- 
tion de 1 kilogramme de muscle pour 2,5 d’eau, est un excel- 
lentmilieu pourle développement du microbe et desa fluorescence. 
L’analyse immédiate donne comme résultats par litre : extrait 
total (inclus 7 grammes de sel), 21°',%, formés de 12,1 de matieres 
organiques et 9,4 de matiéres iiderales. Les matiéres organiques 
sont formées de 5 46 grammes de gélatine; 1a 1,2 de corps xan- 
thigues et créalinine ; glycogene, 1,5 a 1#",6; quelques déci- 
grammes d’acide fecuidar Les cendres contiennent 7,5 de sel 
marin et 0,9 d’acide phosphorique, soit 2,2 de phosphate de 
potassium. Ce bouillon ne renferme que de trés petites qnanuites 
d’albuminoides solubles. 

J’ai recherché, par de nombreuses expériences synthétiques, 
auquel de ces constituants il fallait attribuer Je réle principal 
dans la formation de la fluorescence. J’ai ainsi vérifié que ce role 
appartient exclusivement a l’extractif obtenu en éliminant les 
albuminoides du muscle, extractif surtout formé de lewcomaines 
xanthiques et créatiniques, sans traces de peptones. Les bouillons 
a base de gélatine musculaire ou autre ne donnent aucune 
fluorescence. Ces leucomaines, mélangées a des liquides non 
aptes a la fluorescence, leur communigquent cette propriété. 

Les leucomaines xanthiques et créatiniques extraites des 
bouillons de viande sont donc fayorables au développement de 
Yespéce et de sa fluorescence, et c’est & ces corps qu'il semble 
falloir attribuer la production de la fluorescence dans les bouil- 
lons ordinaires, c’est-a-dire ne renfermant que des traces d’albu- 
minoides solubles. 

Quoique les peptones de viande renferment de petites quan-- 
lités de ces leucomaines, leur présence, comme jel’ai vérifié, ne 
saurait modifier en rien les conclusions générales au sujet du 
role des peptones. 

Urine. — Nous avons vu que l’urée, dans les proportions ou 
elle se trouve dans les urines normales, additionnée des sels 
alcalins normaux, ne peut servir au développement de l’espéce. 
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Kn soumettant l’wrine a l’analyse immédiate, j’ai vu que c’est 
a la classe des corps nommés estracti/s (4 & 5 grammes par litre) 
quil faut attribuer le principal réle dans la formation ‘de la 
fluorescence que l’on observe par culture dans ce milieu. Cet 
extractif, fort riche aussi en leucomaines plus ou moins com- 
plexes, jouil donc de propriétés semblables a celui du bouillon. 
Les acides urique et hippurique ne paraissent jouer aucun role. 

Dans les chapitres précédents, j’ai cherché a établir quels 
étaient, parmiles innombrables dérivés organiques, les corps ou 
classes de corps au sein desquels le microbe produit de la 
fluorescence. On voit que ces corps appartiennent aux séries les 
plus différentes. Je vais maintenant décrire l’action d’influences 
secondaires qui viennent a leur tour compliquer ces phénomeénes 
en supprimant ou modifiant la fonction fluorescigene dans des 
milieux qui normalement la produisent. 

I. Influence des phosphates. — M. Gessard, dans son remar- 
quable travail, étudiant la fluorescence du bacille pyocyanique, 
a démontré le réle prépondérant joué par les phosphates sur la 
fonction fluorescigene. Ces conclusions ne peuvent s’appliquer 
a ’espece que j’ai éludiée, car les pages précédentes démontrent 
Vinfluence de l’élément azoté et carboné : de plus, |’addi- 
tion de phosphates aux milieux étudiés n’a jamais produit de 
fluorescence dans les milieux ot elle ne se manifestait pas. Ces 
additions de phosphates (de sodium, potassium ou ammonium) 
avaient loujours lieu aprés stérilisalion des bouillons, afin d’évi- 
ter des précipitations faciles avec les protéides. Mais, en dehors 
de cette action jusqu’a un certain point nulle, j'ai observé souvent 
que l’additiun de certaines doses de phosphates (maintenue 
cependant dans les limites des expériences microbiennes) pro- 
duisait une action néfaste ou tout au moins retardatrice de la 
fonction chromogeéne. 

Ces faits ont été observés avec des peplones /luoresciyenes, en 
faisant varier le phosphate total de 0#",75 a 6 grammes par litre ; 
a partir de 2¢r,5, la fluorescence qui s’était produite disparait 
apres quelques jours ; 6 grammes de phosphate par litre empeé- 
chent la fluorescence, qui est remplacée par un pigment jaune 
rougeatre. L’espece sy développe néanmoins énergiquement. 

Avec les bouillons de viande on observe, avec des doses de 
phosphate variant de 247 grammes, un ralentissement dans la 
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fonction chromogene ; celui-ci est d’autant plus grand que la 
quantité de phosphates est plus élevée. Ce n'est quapres huit jours 
que la fluorescence a la méme intensité dans les houillons phos- 
phatés jusqu’a 5*",5; avec 6 ou 7 grammes de phosphates on 
n’observe pas de fluorescence. Ces résultats s’expliquent proba- 
blement par les changements dans les rapports du phosphore, 
de l’azote et du carbone. 

Les chiffres cités ne sont pas absolus et ne s’appliquent 
qu’aux milieux considérés, les milieux minéraux en effet sappor- 
tent mieux de grandes quantités de phosphates. . 

IH. Influence des hydrates de carbone. — J’ai observé au cours 
de ce travail que les sucres, ia glycérine, etc., pouvaient diminuer 
ou supprimer la fonction fluorescigene, quand on les addition- 


nait aux milieux de culture. En approfondissant la question j’al 


observé ce qui suit : 

a. — Liquides minéraux (a base de succinate par exemple). —- 
Si on additionne ces liquides, avant ensemencement, de 3 a 5 0/0 
dun hydrate de carbone, on verra que ceux-ci agissent de diffé- 
rentes maniéres sur le développement de la fluorescence : quel- 
ques-uns (dextrine, glucose) entravent complétement la fonction 
fluorescigene. D/’autres la_retardent ou la diminuent sans 
empécher cependant le développement de l’espéce ; ce sont par 
ordre croissant d'action : la glycérine, la mannite, la lactose, la 
salicine. Enfin quelques-uns, comme le saccharose ov l’amidon, 
nonl presque pas d’influence. Les cultures distillées donnent des 
corps volatils produisant de Viodoforme. Pour éviter Vacidité 
des milieux qui aurait pu se produire par dédoublement des 
sucres, acidité qui aurait décoloré le pigment fluorescent, on 
opérait en présence de la craie. 

b. — Peptones fluorescigenes. — On arrive aux conclusions sui- 
vantes:leglucose etlalactosea5 0/0 empéchent toute fluorescence. 
La glycérine, le saccharose, la mannite l’empéchent en partie, 
c’est-a-dire que la fluorescence qui se forme au début disparait 
vers le 5° jour. Le bouillon de viande est moins influencé par la 
présence des hydrates de carbone (sauf par la glycérine). La ~ 
gélaline peptonisée additionnée de sucres subit exactement les 
mémes phases que les peptones liquides. Les milieux ont toujours 
été maintenus neutres ou basiques. Dans ces expériences, la perte 
du pouvoir chromogeéne n’est que temporaire et peut s’expliquer 
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par les modifications entre les rapports du carbone, de Vhydro- 
gene, de l’azote et du phosphore. 
IIL. Influence de la température. — A 10° le développement de 
Vespéce et de la fluorescence est ralenti; entre 20° et 30° l'espece 
et la fluorescence se développent trés bien si le milicu est favo- 
rable; la fluorescence apparait plus vite & 30° qu’a 20°. A 37° 
_, le bacille se développe bien, mais sans jamais produire de fluores- 
cence, quel que soit le milieu nutritif. A 42° aucune fluorescence 
et faible croissance. La culture 37° peut se poursuivre longtemps, 
_ toujours sans fluorescence, quicependant se manifestera, quoique 
affaiblie, si on cultive 4 une température plus basse dans un 
milieu convenable. 
IV. Acidité ou basicité des milieuw. — J'ai cultivé le microbe 
dans des bouillons de viande en présence de doses variables 
dacides et de bases, & 20° et 30°. Les acides minéraux employés 
ont été: acides chlorhydrique, sulfurique, azotique et phosphorique 
aux doses de 5 0/00 a 0,2 0/00; les acides organiques (acétique, 
tartrique, oxalique, succinique) aux doses de 10 0/00 a1 0/00; 
-.mémes doses pour le phénol, la potasse, la soude, |’aniline. 
4 L’examen des cultures montre que la stérilisation permanente 
du milieu s’obtient pour les acides minéraux a partir de la dose 
‘. ~deia2 0/00; il faut atteindre 5 0/00-avec l’acide phosphorique, 
* qui agit comme les acides organiques, sauf l’acide acétique 
qui agit 4 1 0/00. Il faut dans les mémes conditions 5 0/00 de 
potasse ou d’aniline pour stériliser le bouillon, alors que 2 0/00 
de soude ou d’ammoniaque suffisent. A des doses moindres, ces 
mémes corps diminuentla fluorescence oulasuppriment. Quelques 
bases (potasse et aniline), aux doses de 1 0/00, augmentent la 
fluorescence pendant les premiers jours. Sion compare les mémes 
bouillons & 20° et 30°, on voit netlement que, pour les liquides 
additionnés de bases & Ja température de 30°, la fluorescence est 
moindre qu’a 20°. Avec les acides minéraux on n’obserye pas de 
différence sensible. Au contraire, pour les acides organiques, 
augmentation de la température est favorable a la fluorescence 
et a la non stérilisaiion du milieu. 
© V. Influence des hautes températures sur les milieu nutritifs. 
— [Les températures répétées de 115° & 125°, nécessaires aux 
‘slérilisations, modifient certains milieux tels que les bouillons de 
peptone ou de viande. La fluorescence s’en ressent. Prenons en 
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effet une solution de peptone fluorescigene et mettons-la a 
Vautoclave a 120°-125° pendant un temps variable entre une 
demi-heure et une heure et demie. Si on ensemence ce produit, 
on observeraconstamment soit une diminution de la fluorescence, 
soil sa suppression absolue. La peptone n’a cependant fourni aucun 
précipilé, et le résullat est le méme apres addition de phos- 
phates alcalins. Les peptones subissent donc une altération 
dans leurs constituants, les fractions fluorescigenes tendant a 
disparailtre. 

On observe des phénoménes semblables avec les milieux a la 
eélatine peptone, et, quoique a un degré bien moindre, avec le 
bouillon de viande, indépendamment des additions de phosphates. 

VI. Influences du temps, etc. — M. Gessard a observé que 
eertaines peplones qui ne donnaient pas de fluorescence en pro- 
duisaient apres un certain temps d’exposition al’air, et explique ce 
fail par des transformations successives de da lécithine qu’elles 
renfermeraient. Ce savant confirme son opinion par des expé- 
riences fort intéressantes, faites avec la lécithine pure’. Avec le 
B. fluorescent que j'ai étudié, je n’ai jamais observé celle appa-_ 
rition de la fluorescence dans un milieu qui ne la produisait pas 
au début; j’ai opéré sur des peptones de provenances tres diverses 
préparées au laboratoire ou du commerce, en conservant les 
flacons a l'obscurité ou a la lumiére diffuse, et en faisant des 
cullures a intervalles fixes pendant plusieurs mois; j'ai fait 
varier dans de grandes proportions les rapports entre la peptone 
et les phosphates, et je crois pouvoir conclure qu’une peptone 
qui par nature ne fournit pas le pigment n’en donne jamais, 
quels que soient ces rapports et Je temps d’observation. 

Ilen a été de méme en faisant barboter, dans des peptones 
non fluorescigtnes, de lair stérile et pur pendant 10 jours. Le 
temps ou lair n’ameénent pas la fluorescence dans les milieux 
sucrés qui ne la donnent pas au début. 

VII. Etude du pigment. — J'ai cherché & isoler le pigment, sans 
loutefois y réussir mieux que les savants qui m’ont précédé. En 
opérantavec des milieux minéraux, bien définis, trés fluorescents, 
en solution neutre, en alcaline, le pigment est insoluble dans les 


dissolvants les plus importants, sauf dans l’eau: jal essayé le 
a) 
1. Les peptones ne peuvent du reste renfermer que des traces de léchitine, 
eele*ei ne résistant pas a Vaction de la pepsine. 
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chloroforme, alcool éthylique, l’alcool butyligue, l’alcool amy- 
lique, éther, éther acélique, ligroine, benzene, toluene, xylene, 
térébenthéne, acétone, pétrole, sulfure de carbone, acétate 
damyle, seuls ou mélangés deux a deux ou trois & trois. Le 
corps incolore obtenu par acidulation légére des cultures fluores- 
centes et le pigment jaune rougeatre qui succéde A la fluores- 
cence sont tout aussi insolubles dans les dissolvants précédents. 
Cette insolubilité rapproche beaucoup le pigment des substances 
albuminoides (Hoffa). 

Au point de vue physique j’ai observé que la couleur dévelop- 
pée dans les cultures relevait & la fois du phénoméne de fluores- 
cence et de celui de dichroisme; il suffit en effet de plonger des 
tubes de culture dans la partie ultra-violette d’un spectre solaire 
convenablement étalé pour observer que les tubes deviennent 
lumineux (chambre noire). On observe également le dichroisme 
par examen en Jumiére polarisée. Ces indications étaient néces- 
saires, car on confond souvent la fluorescence avec le dichroisme. 
Le pigment microbien présente enfiu un spectre absorption assez 
earactéristique : les rayons sont absorbés de laraie F a la raie H 
dans l’ultra-violet. Ce spectre est plus voisin de celui du cur- 
cuma que celui de la fluorescéine. 

Comme conclusions générales de ce travail sur la fluores- 
cence, il ressort que la fonction fluorescigéne est éminemment 
complexe et jusqu’a un certain point indépendante du dévelop- 
pement de l’espéce. Elle ne se manifeste que si les conditions 
générales du milieu nourricier (forme de l’aliment carboné ou 
azolé, température, etc., etc.) sont favorables. 

La fluorescence ne parait pas étre l’apanage exclusif d’une 
fonction ou d'un élément chimique; des groupements molécu- 
culaires tres différents jouissent de la propriété de la mani- 


_ fester. Cette fonction est indépendante de l’existence et de la 


quantité relative des phosphates, en n’oubliantpastoutefois qu'une 


certaine quantité est nécessaire a la vie de Vespéce. Ce que je 


erois avoir démontré, c’est que ]’addition de ces sels n’entraine 
pas le développement de la fluorescence, dans un milieu qui au 
début ne la produisait pas. La théorie de M. Gessard ne peut 
s’appliquer & mon microbe et aux milieux que j'ai étudiés, 
et la fonction fluorescigene ne peut servir de réactif sir des 
phosphates. 
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(Méthode de Gram modifiée et méthode directe) 


PAR 


M. NICOLLE 


Directeur du Laboratoire impérial de Bactériologie de Constantinople 


Les méthodes de coloration employées en baciériologie se 

rapportent tantot aux microbes eux-mémes, tantdt a leurs spores 
ou a leurs cils. ', 
Pour colorer les spores, le meilleur procédé, selon moi, est 
celui de M. Miller; pour colorer les cils on a le choix -entre le 
procédé de Léffler modifié par le D' Morax, et le procédé de 
M. van Ermengen. 

Quant 4 la coloration proprement dite des microbes, elle 
nécessite les méthodes qui varient avec l’espece envisagée. 

» Deux organismes, celui de la tuberculose et celui de la lépre*, 
se colorent, 4 l’exclusion de tous les autres, par le procédé de 
Ehrlich, rendu aujourd’hui simple et stir, méme pour les débu- 
tants, grace a l’emploi du chlorhydrate d’aniline comme agent 
de différenciation. 

On trouvera l’exposé de cette méthode, due 4 Kuhne, dans 
Je travail du D* Borrel, sur la tuberculose pulmonaire expéri- 
mentale *. 

Un certain nombre de bactéries offrent la propriété de se 
colorer par le procédé, bien connu, de Gram. Quoique’ celte 
méthode soit d’un usage courant, il m’a paru qu’elle était plus 
difficile 4 réussir qu’on ne le croit en général : aussi ai-je cherché 
a la perfectionner. 

Enfin beaucoup d’organismes ne se colorent ni par le procédé 


e 
i. Jy ajouterai, d@aprés mon expérience personnelle, le streptothrix du 


farcin du beeuf, et, d’aprés les recherches de mon frére, le microorganisme de la 
yerruga. 


2. Ces Annales, t. VI, p.{593. 
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@ Ehriich ni par celuéde Gram. On n’arrive & les mettre’en évi- 
dence que par les méthodes qu'on peut appeler directes. Parmi 
ces méthodes, je rappellerai celle que j’ai déja publiée et qui 
repose sur l’emploi des bleus de méthyléne et du tannin. Je 
vais en indiquer une nouvelle, encore plus simple et tout aussi 
SUTC..)) ay 

La présente nole comprendra donc deux parties : 

Exposé de la méthode de Gram modifiée, et exposé de la 
méthode directe. 


° MODIFICATION DE LA METHODE DE GRAM 
- 
Réacti[s nécessaires. — Pour pratiquer la méthode de Gram 


dans tous les cas ot elle est indiquée, et avec les diverses asso- 
ciations de couleurs qu'elle peut comporter, on se servira des 
réactifs suivants : 


Violet de gentiane phénique : 
Solution saturée de violet dans Y'alcool a 93°....... LOWGrC: 
Baugpicniqe eva 1H0)/Olwm a cate. cysinaet orcas os AVORCECe 
Eosine alcoolique au tiers : 


Solution saturée d’éosine a l’alcool dans alcool A95°., 50 e.c. 
AICO YC) Sy So AR OY neeceratv cas eee en “Pan a eee eS 100 c.c. 


Carmin de Orlh alcoolise : 


On ajoute un sixiéme d’alcool 4 95° au carmin de Orth ordinaire. 

Cette addition a pour but de prévenir le décollement des coupes fixées 
sur la lame & l'aide de V’albumine glycérinée, décollement quise produit fata- 
Jement en présence de tout colorant alcalin. 


Alcool picrique : 
*  Aleool a 95° additionné d’unhe trace d’acide picrique, de fagon a obtenir 
une coloration jaune verdatre trés pale. 


Liquide de Gram fort : 


NOM civic? Tete oF HeeeTeeO Aida, Hinge amet ope a0, Sn ic 1 gr 
POUUrE de POLASSIUI 2. Oe. Aer carte wales Bae dee 2 — 
[Dee Chios sieres cl tins ame tic oiero nr oO auras oro ee 200 — 
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Alcool absolu-additionné dun tiers Wacetone. « . 
Alcool absolu additionné dun sixiéme d’acetone. 

Alcool absolu, — alcool a 95°, — alcool éther (aa). 

Xylol. Baume aw vylol. 


Coloration sur lamelles. — Sil s’agit dune culture, Vétaler sur 
la lamelle d’apreés les procédés ordinaires. Puis fixer & l’alcool- 
éther, verser du violet phéniqué, et laisser en contact 4 a 6 se- 
condes. Rejeter le violet et, sans laver, faire agir le liquide de 
Gram 4 4 6 secondes aussi, mais en le renouvelant une ou deux 
fois. Décolorer par l’alcool-acétone au tiers. Examiner dans l’eau 
ou monter dans Je baume apres dessiccation.  - , 

Si Von a affaire a un produit pathologique, on peut se com- 
porter comme précédemment, mais il est préférable de faire une 
double coloration. On y arrive aisément a l'aide de la solution 
d‘éosine gue l’on fait agir rapidement apres la décoloration par 
Palcool-acétone. 

Lorsqu’on se propose de colorer du sang d’oiseau (par exemple 
le sang d’un pigeon mort du rouget) on obtient de belles prépa- 
rations en laissant les noyaux des hématies colorés en violet 
foncé, c’est-a-dire en décolorant incompletement la préparation. 
Pour bien réussir cette décoloration incomplete, on substituera 
avec avantage lalcool’a 95° a l’alcool-acétone. 

Enfin, quand il se trouve dans un produit pathologique un 
organisme « prenant le Gram » et un oryanisme décoloré par cette 
méthode (par exemple du pus blennorrhagique avec des staphy- 
locoques) on emploiera, apres la décoloration par l’alcool-acé- 
tone, la fuchsine hydro-alcoolique au lieu de l’éosine. 

En voici la raison. L’éosine, couleur acide, ne donne que des 
fonds diffus, tandis que la fuchsine, couleur basique, colore avec 
élection, non seulement les éléments anatomiques, mais encore 
les microbes décolorés par le procédé de Gram (dans l’exemple 
présent les gonocoques). 

Coloration des coupes. —- Nous supposerons que ces coupes 
ont été faites apres inclusion dans la-paraffine et collées sur les* 
lames a l'aide de Valbumine-glycérinée de Mayer. 

C'est la la méthode que nous avons toujours employée et que 
nous enseignons aux éléves 

Le procédé de choix est la triple coloration, obtenue en com- 
binant Vaction du carmin et de Vacide picrique a celle de la 


ee 


i ae alll i 


TECHNIQUE DES COLORATIONS. 667 


méthode de Gram. On opére comme il suit : Débarrasser la coupe 
de la paraffine & l'aide du xylol; enlever le xylol par l’alcool 
absolu. Laisser un quart d’heure dans le carmin de Orth 
alcoolisé. Laver a l'eau. Faire agir le violet phéniqué 4 a 
6 secondes et ensuite le liquide de Gram 4 & 6 secondes en le 
renouvelant une ou deux fois. Décolorer par l’alcool-acétone 
au 1/3. Passer rapidement dans l’alcool picrique. Déshydrater 
par J’alcool absolu. Eclaircir par le xylol et monter dans le 
baume. 

Avantages de la méthode de Gram modifiée. — Le principal 
avantage consiste dans l'usage de l’alcool-acétone, comme déco- 
lorant. L’alcool-acétone décolore plus vite et plus sirement que 
Valcool absolu employé d’abord par Gram, et avec lequel on risque 
toujours de rester en dega ou au dela du degré youlu. 

Celte considération a son importance, puisque la méthode de 
Gram comporte une signification diagnostique. La décoloration sur 
lamelle nécessite un mélange moins riche en acétone, parce 
qu'une préparation sur lamelle est toujours moins bien fixée 
qu’une coupe, et que, par conséquent, microbes et tissus y pren- 
nent moins facilement et y abandonnent plus aisément les ma- 
litres colorantes. 

Il est singulier que ce fait d’expérience courante ait échappé 
ala plupart des auteurs, qui recommandent, au contraire, de faire 
des colorations plus énergiques dans le cas des coupes. La colo- 
rabilité moins grande des préparations sur lamelles et leur déco- 
loration plus facile tiennent aux deux causes suivantes : d’abord 
a la dessiccation préalable; ensuite et surtout a la pénétration des 
couleurs par une seule face de la préparation. On se convaincra 
facilement du rdle de cette dernire cause en comparant la colo- 
ration d’une coupe collée sur lame avec celle d’une coupe non 
collée. Dans le second cas la teinte se produit plus rapidement 
et se montre toujours plus vive. 

L’alcool-acétone a sur huile aniline, préconisée par Weigert, 
Vavantage de ne pas s’allérer; c’est donc un réactif qu’on peut 
conserver indéfiniment sans dommage; de plus, il fournit des 
préparations qui ne brunissent pas & la longue. Knfin la triple 
coloration est presque impossible a obtenir avec la méthode de 
Weigert, a cause de la solubilité excessive de l’acide picrique dans 
Phuile d’aniline. 
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Les préparations a l’alcool-acétone ne se décolorent pas par 
la suite comme celles que donne Lessence de girofle, décolorant 
excellent, mais doué malheureusement de propriétés réductrices 
intenses. 5 

D’autres avantages de la méthode de Gram modifiée consis- 
tent dans usage du violet phéniqué, plus facile a préparer que 
le violet aniliné et absolument inaltérable, et dans |’emploi du 
liquide de Gram fort, qui communique aux bactéries une teinte 
plus foncée et une plus grande résistance & la décoloration. 

Nous signalerons enfin la fagon dont nous faisons agir le 
carmin de !’acide picrique; elle fournit des résultats supérieurs 
a ceux de la technique ordinaire. 


METHODE DIRECTE. 


La coloration directe des préparations sur lamelles et des 
coupes est applicable en réalité a tous les micro-organismes, 
mais il va de soi qu’on doit en réserver l’usage aux bactéries qui 
se décolorent par les méthodes indirectes (Gram et Ehrlich). | 


Réactifs nécessaires, 
Thionine pheniquee : 
Solution saturée de thionine dans l’alcool 4 50° ....... LOKCRCe 
Pan phéniquée sd A0/0 55 i? oe ste cee ene a elec 100 c.c. 


Violet de gentiane pheniquee. 

Hosine alcoolique aw tiers. 

A lcool-acélone au tiers, — alcool absolu, — alcool éther (da). 
Xylol. — Baume au xylol. 


La thionine ou violet de Lauth est une couleur soufrée appar- 
tenant au méme groupe que les bleus de méthylene el de toluidine. 
Comme ces deux derniers et a l’inverse des dérivés basiques de 
la plupart des autres séries, elle ne surcolore pas. Etant donné 
son prix de revient commercialement élevé, elle constitue un 
produit de collection et non un colorant industriel. Nous avons 
fait nos premiéres recherches avec un échantillon qui nous a été 
obligeamment donné par le distingué chimiste M. Rosenstiehl. 
Nous avons ensuite étudié Ja thionine vendue par la maison 
Merck, de Darmstadt, qui donne des résultats excellents. 

Les avantages de la thionine sur les autres couleurs soufrées 
sont surtoul appréciables dans la coloration des coupes. Grace 
ason affinité pour les organismes et a sa faible solubilité dans 
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Palcool absolu (surtout lorsqu’elle est fixée sur les bactéries), la 
thionine constitue le réactif colorant le plus énergique et le plus 
sur des microbes qui ne prennent pas le Gram. 

Coloration sur lamelles. — Pour la coloration des cultures, nous 
donnons la préférence au violet phéniqué, qui teiut  énergi- 
quement el rapidement les micrubes. Il suffil, en effet, de le faire 

agir (apres fixation a Valeool-éther) pendant quelques secondes, | 
une demi-minule au plus, pour obtenir une coloration intense 
des hactéries. On lave ensuite 4 l’eau et on examine dans l’eau 


ou dans le baume aprés dessiccation. 


Sil s’agit de produits pathologiques étalés sar lamelles, on 
choisira entre le violet et la thionine. Le violet colore tres vite 
el tres fortement, mais aux dépens de la netteté des préparations; 
lathionine, au contraire, définit admirablement les contours des 
organismes et des éléments cellulaires, sans jamais surcolorer. 
Suivant les cas, on s’adressera donc & l'un ou a l'autre de ces 
réactifs. 

La coloration par le violet demande quelques secondes, une 
demi-minute au maximum; la coloration par la thionine, une 
a deux minutes suivant Pespece microbienne et suivant ]’épais- 
seur du produit étalé sur la lamelle. 

Lorsqu’on a affaire a une préparation de sang d’abord, on peut 
obtenir de tres belles colorations doubles en faisant agir léosine 
alcoolique au tiers pendant dix secondes, puis la thionine pen- 
dant quinze secondes. 

Enfin, par la méthode directe, on peut mettre facilement en 
évidence les capsules du pneumocoque et du pneumobacille. 
Pour cela on colore d’abord pendant 4 46 secondes avec le violet 
phéniqué, puis on passe rapidement a J’alcool-acétone au tiers. 
Ce procédé simple donne des préparations trés démonstra- 
lives. 

Coloration des coupes. — Ici la thionine constitue le sel colo- 
rant aemployer. 

La coupe est débarrassée de la paraffine 4 Vaide du xylol, 
puis traitée par l’alcool absolu. On fait alors agir la thionine 


une demi-minute & une minute, suivant le cas. Puis on lave a 


Veau, on déshydrate par l’alcool absolu et on monte dans le 
baume apres éclaircissement par le xylol. 
Cette méthode si simple donne toujours d’excellents résul- 
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tats et permet, mieux que toute autre, de mettre en évidence les 
bactéries les plus réfractaires aux colorations habituelles. 

Tels sont les procédés que nous recommandons pour prati- 
quer la coloration directe et la coloration de Gram. 

Ils nous paraissent plus simples que les méthodes employées, 
ils n’exigent que peu de réactifs, tous d’une conservation facile ; 
enfin, ils donnent des résultats absolument certains, méme entre 
les mains de débutants, comme nous avons pu nous en con- 
vaincre en les faisant répéler depuis Jongtemps par un grand 
nombre d’éléves. 

Avant de terminer, nous signalerons un perfectionnement 
fort ingénieux et tres pratique de Ja méthode de Gram, appli- 
quée aux doubles colorations sur lamelles. Ce perfectionne- 
ment, du aM. Mérieux, préparateur a l'Institut Pasteur, consiste 
a faire agir du méme coup le liquide de Gram et l’éosine. 

On fait alors une solution iodo-iodurée d’éosine, solution que 
nous préparons pour notre part comme il suit : 


lGderctoatiitctl Ve TRA SARA Bhs te heelhpas Some te Seen RN es 4. et 
lod iirerde wotassitinet. ssc eertc cathe ee ee eee 2 — 
Solution saturée d’éosine a ]eau dans l’alcool a 90°..... 20 ¢.c. 
Wau sdistillees £2.) sathrtae 5. aaa tence eee ae ee ae 200_¢:e. 


Cette éosine iodo-iodurée est versée sur la préparation apres 
coloration parle violet phéniqué. On la laisse agir 446 secondes 
en la renouvelant une a deux fois, puis on décolore par l’alcool- 
acétone au sixieme. 


Stamboul, juin 1895. 


Krratum. — Dans l’article de MM. Yersin, Calmette et Borrel, p: det. 
5° ligne a partir du bas, lire : 1/5 de centimetre cube, au lieu de 15 centi- 
métres cubes, 


REVUES ET ANALYSES 


THEOBALD Samira et Veranus A. Moore. — Nouvelles recherch*s sur Jes 
maladies infectieuses du porc. (Bureau of Animal Industry, bul- 
letin n° 6, 1894.) 


On trouvera réunis dans cette publication six travaux distincts se 
rapportant au hog choléraet a la swine plague. 

Dans la premiére partie, Smith étudie 4 nouveau le bacille du hog 
choléra au point de vue morphologique, biologique et pathogénique; 
dans les diverses épidémies étudiées bactériologiquement, il a trouvé 
7 variétés de ce microbe. Il range également dans le Groupe des 
bacilles du hog choléra, le microbe de la swinpest danoise et 3 agents 
pathogénes d’une autre origine, a savoir: un bacille trouvé chez une 
jument aprés avortement, et décrit dans le Bulletin n° 8, le bacillus 
enteritidis de Giirtner et le bacillus typhi murium de Loeffler. Tous ces 
microbes ont le méme aspect lorsqu’on les examine directement dans 
le sang ou les organes, mais leur forme et leurs dimensions varient 
suivant le milieu de culture; sauf une des variétés du hog choléra (x), 
tous sont plus ou moins mobiles. L’auteur distingue trois types diffé- 
rents par rapport aux cultures sur plaques de gélatine, et fait remar- 
quer que, a une exception prés, le développement des colonies a la 
surface est en raison inverse de la virulence. Les cultures en bouillon 
glucosé sont, d’aprés l’auteur, d’une importance capitale, et fournissent 
un moyen de diagnostic tout a fait sir; tandis que le bacterium coli est 
capable de décomposer dextrose, saccharose et glucose, les microbes 
du groupe du hog choléra ne dégagent des gaz (acide carbonique et 
hydrogéne?) qu’en présence du glucose musculaire. L’action patho- 
géne varie dans d’assez vastes limites, mais, contrairement aux tra- 
vaux antérieurs, on n’attribue plus autant de valeur 4 la plus ou moins 
grande virulence du sang et des cultures. Smith relate deux nouvelles 
épidémies ot les deux microbes de la swine plague et du hog cholera 
étaient réunis. 

La partie la plus importante de la brochure est consacrée au 
compte-rendu d’expériences d’immunisation contre le hoy cholera et 
la swine plague. Pour le hog choléra les résultats ont été peu satisfai- 
sants: les lapins n’ont pu étre vaccinés que dans quelques cas, au 
moyen d injections de cultures atténuées par un séjour prolongé 
a 43°,5. Les autres méthodes (cultures en bouillon ou sur gélose stéri- 
lisées par la chaleur, sang stérilisé d’animaux infectés et tués par la 


. maladie, et sérum de Japins vaccinés) n’ont pas réussi. Les cobayes ont 
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fourni un plus grand nombre de succés. Deux séries d’expériences 
faites sur des porcs (injection sous-cutanée d’émulsion stérilisée de 
cultures sur gélose) ont eu le résultat suivant: Jes 5 animaux témoins 
sont morts en 3 et 4 jours, 3 des animaux traités en 4,5 et 12 jours, et 
les deux autres ont résisté 4 l’inoculalion d’épreuve. Les auteurs ont 
opéré avec des cultures tuant les lapins témoins en 4 et 6 jours : nous 
avons fait remarquer, dans notre travail (ces Annales, fév. 1895), que- 
la vaccination n’était possible qu’avec un microbe tres virulent. 
Veranus A. Moore a appliqué sans succés le procédé de Selan- 
der, qui nous a permis d’obltenir une augmentation de virulence 
trés notable, aprés un trés grand nombre de passages, il est vral. 
Peut-étre l’auteur n’a-t-il pas fait séjourner la rate assez longtemps 
a ’étuve avant de la réinjecter. Pour la swine plague, les auteurs ont — 
pu confirmer les expériences de Selander et de Metchnikoff et, con- 
trairement ace quwils ont observé pour le hog choléra, les lapins ont 
fourni de meilleurs résultats que les cobayes. Ils ont trouvé que le 
sérum d’animaux vaccinés contre la swine plague avait un certain 
pouvoir bactéricide contre ce microbe; pour le-hog choléra, il n’en 
sérait pas ainsi. Les auteurs ont recherché si des animaux immunisés 
contre l'un des microbes présentaient une certaine résistance vis-a- 
vis de l’autre, et concluent par la négative. Deux cobayes vaccinés 
contre la seine plague ont résisté 1 ou 2 jours de plus que le témoin a 
Vinjection de hog choléra. 

Une autre partie du mémoire est consacrée a la variabilité des 
symptomes morbides et des lésions constatées a ’autopsie ; ces lésions 
sont en raison inverse du degré de résistance de l’animal et de la 
virulence du microbe, fait que nous avons également relaté dans notre 
travail. Plusieurs cobayes et lapins ayant résisté quelques jours a l’in- 
jection de hog choléra ont présenté des lésions rappelant une forme 
de pseudo-tuberculose. Les microbes décrits par Malassez et Vignal, 
Charrin et Roger, Grancher et Ledoux-Lebard, A. Pfeiffer, Zagari 
présentent une grande analogie avec le bacille du hog choléra. 

Les microbes du hog choléra et de la swine plague injectés en petite 
quantité sous la peau du pore peuvent rester virulents pendant plu- 
Sieurs jours au point d’inoculation; tandis que le premier se répand 
dans l’organisme, surtout dans les glandes lymphatiques, l'autre res- 
terait plutdt localisé. 

Smith signale, comme conclusions pratiques, la possibilité de la 
propagation du hog choléra, des microbes probablement identiques 
ayant été trouvés dans d’autres pays et chez d’autres animaux. Les 
résultats obtenus ne permettent pas encore la vaccination, et on en 
est réduit 4 des mesures prophylactiques. ‘ 

SILBERSCHMIDT. 
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